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I. Zusammenfassung

Der filamentose Ascomyzet Aspergillus nidulans ist ein ubiquitir vorkommender
Bodenorganismus. Sein homothallischer Lebenszyklus ermoglicht ihm die Bildung von
asexuellen und sexuellen Sporen auch ohne Kreuzungspartner. Die asexuelle Entwicklung
vollzieht sich in einem kurzen Zeitraum und die asexuellen Sporen, Konidien genannt, kdnnen
durch Wind und Wasser verbreitet werden. Die Bildung der sexuellen Sporen ist komplizierter
und zeitaufwendiger. Die sexuellen Sporen kdnnen nach ihrer Reifung viele Jahre im Boden
verweilen, bis sie unter giinstigen Bedingungen wieder auskeimen. Die Differenzierung
einfacher Hyphen zu komplexen Fruchtkorpern, in denen die Prozesse der Karyogamie und
Meiose stattfinden, ist sehr energieaufwendig und bedarf groBBer Umstellungen in den Zellen.
Deshalb ist die Fruchtkorperbildung strikt reguliert. Viele dullere Faktoren, wie z.B. das
Néhrstoffangebot oder Licht entscheiden iiber die Einleitung der sexuellen Entwicklung. Die
Regulierungen und die morphogenetischen Verdnderungen des Pilzes wéhrend dieses

Prozesses sind bisher weitestgehend nicht untersucht.

In dieser Arbeit wurden zwei putative Transkriptionsfaktoren, rosA (,,repressor of
sexual development™) und nos4 (,,no sex®), identifiziert und charakterisiert, die einen
wichtigen Einfluss auf die sexuelle Entwicklung in 4. nidulans haben. Beide gehoren zu der
Familie der Zn(II),Cyss binukledren Clusterproteine. Im Fall von nosA4 hat sich gezeigt, dass
dieser Regulator fiir die funktionsféhige sexuelle Reproduktion essentiell ist. Die Einleitung
der sexuellen Entwicklung ist nicht betroffen, doch bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt
stoppt dieser Prozess. Der Effekt der geblockten sexuellen Entwicklung ist nicht 100%ig, da
noch in sehr geringen Mengen Fruchtkdrper gebildet werden. Diese weisen allerdings nur
noch ein Bruchteil der Grofle von Kleistothezien eines Wildtyps auf. Es konnte gezeigt
werden, dass die Transkription zweier Gene der sexuellen Entwicklung, cpe4 und hxtA, von
nosA abhingig ist. Da die Uberexpression eines bereits beschriebenen Regulators, nsdD, den
Effekt der Deletion von nosA nicht ausgleichen konnte, wurde geschlossen, dass NosA in der

Regulationskaskade NsdD nachgeschaltet ist oder in parallelen Wegen fungiert.

Im Fall des zweiten Transkriptionsfaktors ros4 wurde gezeigt, dass dieser Regulator
als ein Repressor der sexuellen Entwicklung fungiert. Er verhindert die Einleitung der

sexuellen Entwicklung in Fliissigkulturen, sowie auf Medien mit niedrigen Glukose-
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Konzentrationen. In Fliissigkultur wirkt RosA als ein Repressor der bereits bekannten
Regulatoren ved, nsdD, stud und auch nos4. RosA kann im Kern lokalisieren, jedoch wird
der Kerneintritt offensichtlich durch eine Region im Mittelteil des Proteins erschwert, bzw.
verhindert. Diese Region konnte auf ca. 150 Aminosduren eingeengt werden. Diese Befunde

weisen auf eine postranskriptionelle Regulation des Proteins hin.

Neben der Charakterisierung von ros4 und nosA erfolgte ein ungerichteter Ansatz zur
Identifizierung von Proteinen, die wihrend der Fruchtkorperbildung differenziell exprimiert
werden. Dies geschah mit einem Vergleich von Proteinmustern zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung, jeweils im Wildtyp und zwei Entwicklungsmutanten. Eine der
untersuchten Mutanten, die AnsdD-Mutante, bildet nur asexuelle Sporen und es findet keine
sexuelle Entwicklung statt. Die zweite Mutante war die in dieser Arbeit charakterisierte
AnosA-Mutante, in der die sexuelle Differenzierung zu einem frithen Zeitpunkt stoppt. So war
ein Vergleich zwischen frither und spéter sexueller und asexueller Entwicklung moglich.
Zusitzlich konnten potentielle Zielproteine des Regulators NosA gefunden werden. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mittels 2D-Gelelektrophorese. Es wurden starke
Unterschiede in den Proteinmustern der verschiedenen Entwicklungsstadien gefunden. Einige
der differenziell exprimierten Proteine konnten mittels Massenspektroskopie identifiziert
werden. Darunter befanden sich unbeschrieben Proteine mit einer moglichen Funktion in der
Fruchtkorperbildung (z.B. zwei 14-3-3 Proteine). Aulerdem fanden sich Proteine, deren
Funktion in der sexuellen Entwicklung bereits bekannt ist (CpeA); sowie bereits beschriebene

Proteine, deren mogliche Rolle in der sexuellen Entwicklung neu ist (CatB).
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I1. Einleitung

Die Gattung Aspergillus wurde erstmalig im Jahr 1729 durch den italienischen Priester und
Mykologen P. A. Micheli beschrieben. Dieser Geistliche gab dem Pilz aufgrund seiner an
einen Weihwasserwedel (Aspergill) erinnernden Konidiophore den Namen Aspergillus
(Bennet & Kilch, 1992). Die Aspergilli gehoren systematisch zu den Ascomykota. Bis heute
sind in der Gattung Aspergillus iiber 180 Arten bekannt (Samson, 1992), deren Vertreter
ubiquitdr vorkommen. Diese treten in vielen Bereichen unseres Lebens auf. So gibt es z.B.
pathogene Aspergillen, wie A. fumigatus, der haufig in klinischen Isolaten als Erreger von
Mykosen, besonders bei immunsupprimierten Patienten, identifiziert wird (Richardson &
Kokki, 1999). Schidlinge wie A. flavus und A. parasiticus als Erzeuger des hoch
kanzerogenen Aflatoxin, sind fiir die Kontamination von grolen Mengen an Getreide, Niissen
und Mais verantwortlich (Creppy, 2002). Einige Arten werden auch vom Menschen genutzt,
wie A. oryzae bei der Fermentation von Soja, und A. niger als Produzent von organischen
Sduren wie Glukon- und Zitronenséure, und a-Amylasen fiir die Backindustrie. Die meisten
Arten nutzen den Boden als Lebensraum, und sind gut an die dort typischen Schwankungen
der Bedingungen angepasst. lhre hervorragende Anpassung an  verschiedene
Lebensbedingungen findet Ausdruck in ihrem unerwiinschten Vorkommen in Zellkulturen,
Getreidelagern und (fast) jedem Kiihlschrank. Sogar auf der Raumstation MIR waren sie vor

ihrer AuBlerbetriebnahme zu finden (Makimura et al., 2001).

1. Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans ist einer der im Boden vorkommenden Vertreter dieser Gattung. Er ist
ein weit verbreiteter und ubiquitidr vorkommender, saprophytisch lebender Schimmelpilz.
Durch seine Fihigkeit sowohl niedermolekulare Substanzen wie Aminosduren, Zucker oder
Alkohole, als auch eine Vielzahl von Polymeren wie Stérke, Chitin, Cellulose oder Keratin zu
verwerten, ist A. nidulans gut an die verschiedenen Anspriiche und an seine sehr variable
Umwelt angepasst. Aber nicht nur der Metabolismus zeichnet sich durch Variabilitdt aus,
auch die Vermehrungsstrategien dieses Ascomyzeten sind flexibel. A. nidulans hat einen
vollstandigen, holomorphen Lebenszyklus (sexueller und asexueller Zyklus), und ist zudem
homothallisch, d.h. er kann den sexuellen Zyklus sowohl mit, als auch ohne Kreuzungspartner
durchlaufen. Der systematisch korrekte Name Emericella nidulans, der den Pilz von den rein

asexuell beschriebenen Aspergillus-Arten unterscheidet, ist in der Molekularbiologie nicht
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geldufig, und wird deshalb in dieser Arbeit nicht benutzt. Seinen Artnamen erhielt A. nidulans
aufgrund seiner in einem Netzwerk aus Hiille-Zellen sitzenden (,,nidulans “ = der Nistende)

sexuellen Fruchtkorper.

A. nidulans breitet sich durch polares Hyphenwachstum aus und kann so neue
Substrate besiedeln. Sind die auf diesem Wege erschlieBbaren Nahrstoffressourcen jedoch
erschopft, so konnen aus den einfach aufgebauten vegetativen Hyphen in kurzer Zeit
komplexe Sporentriger, die Konidiophore, gebildet werden. An diesen Konidiophoren
entstehen in grofler Zahl die asexuellen Sporen, die Konidien. Bis zu 10000 Konidien kénnen
an einem Konidiophor hidngen. Alternativ dazu konnen auch grofie (150 — 300 pm), runde
Fruchtkorper, die Kleistothezien, produziert werden, die jeweils bis zu 100000 Ascosporen

beinhalten konnen (Braus et al., 2002).

Abb. 1: Die verschiedenen
Reproduktionswege von A.
nidulans. Bei Bestrahlung mit
Licht entwickeln sich
hauptséchlich asexuelle
Sporentréager, die
Konidiophore  (oben). In
Abwesenheit von Licht ist die
sexuelle  Entwicklung  der
vorrangige Reproduktionsweg.
Die Fruchtkorper,
Kleistothezien, sind von einer
Schicht Hiillezellen umgeben
(unten).

2. Die asexuelle Entwicklung

Um den Differenzierungsprozess der asexuellen Entwicklung durchlaufen zu kénnen, muss
die vegetative Zelle eine Entwicklungskompetenz erworben haben. Dies setzt ein Alter von
mindestens 20 Stunden voraus (Axelrod et al., 1973). Ausgehend von einer solchen Zelle wird
das sogenannte Stielchen gebildet, eine lange vielkernige Hyphe. Dieses Stielchen ist im
Gegensatz zu den 2-3 pm groflen vegetativen Hyphen 4-5 um im Durchmesser und erhebt
sich bis zu 100 um {iber das Substrat. Es schwillt an seinem Ende zu einem Vesikel an. Durch
Knospung entstehen die einkernigen priméren Sterigmata, die Metulae. Von den Metulae
ausgehend, bilden sich wiederum durch Knospung die sekundiren Sterigmata, die Phialiden.

Durch fortlaufende asymmetrische Zellteilungen bilden die Phialiden lange Ketten von
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asexuellen Sporen, die Konidien. Diese griin pigmentierten Sporen besitzen eine hydrophobe
Zellwand und kénnen durch Wind und Wasser verbreitet werden, was durch ihre exponierte
Lage auf den das Myzel iiberragenden Konidiophoren, begiinstigt wird. Die Konidien
ermoglichen es A. nidulans, neue Lebensrdume zu besiedeln (Adams et al., 1998). In
humanpathogenen Pilzen wie A. fumigatus dienen diese Sporen als Vehikel, um die Lunge

von Patienten zu kolonisieren (Latge, 2001).

2.1 Die ,,fluffy“~-Mutanten

Die asexuelle Entwicklung von A. nidulans wird seit iiber 30 Jahren intensiv untersucht
(Clutterbuck, 1969). Voraussetzung fiir die Induktion der asexuellen Entwicklung ist die
Luftexposition der Hyphen. In Fliissigkulturen wird die Induktion weitgehend unterdriickt
und Konidiophore werden nur unter extremen Hungerbedingungen gebildet (Skromne et al.,
1995). Weitherhin muss das Myzel {iber einen bestimmten Zeitraum rotem Licht ausgesetzt
sein, um zu sporulieren (Mooney & Yager, 1990). Diese Induktion ist allerdings reversibel,
der Effekt kann durch Bestrahlung mit langwelligem roten Licht aufgehoben werden. Es
wurde vermutet, dass das Lichtsignal dhnlich wie in Pflanzen iiber ein Phytochrom
wahrgenommen wird (Timberlake, 1991). Tatséchlich wurde kiirzlich im Genom ein
Phytochrom entdeckt und seine Funktion auf die sexuelle und asexuelle Entwicklung
untersucht (Blumenstein, 2004). Die Erforschung der genetischen Grundlagen der
Konidiophorbildung erfolgte durch die Herstellung von Mutanten, die keine Sporen mehr
bildeten oder morphologisch verédnderte Entwicklungsstrukturen hervorbrachten (Clutterbuck,
1969; Martinelli & Clutterbuck, 1971). In weiteren Mutationsexperimenten zeigte sich, dass
ein Grofiteil der isolierten Mutanten grole Mengen Luftmyzel produzierten und in der
Sporenbildung blockiert waren, noch bevor entwicklungsspezifische Zelltypen gebildet
wurden. Wegen des baumwollartigen Wachstums dieser Mutanten-Kolonien wurden diese
Mutanten ,,fluffy* genannt. Die molekularbiologische Analyse dieser Mutanten begann erst
20 Jahre spéter (Adams et al., 1992; Lee & Adams, 1994; Yu et al., 1996). In diesen Arbeiten
konnten einige Gene identifiziert werden (fIbA-E, fluG, fadA), deren Genprodukte aufgrund
des Phénotyps der entsprechenden Mutanten eine Rolle an der Regulation frither
Entwicklungsvorgéinge zugeschrieben wurde (Adams et al., 1998). Drei von diesen Genen
haben bei der Einleitung der Sporulation eine besonders wichtige Rolle. Bei Uberexpression
von jeweils einem dieser drei Gene (fluG, fIbB, fIbC) konnte eine artifizielle Sporulation in

Flissigmedium induziert werden (Adams et al., 1998; Lee & Adams, 1994; Wieser et al.,
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1994). Dies belegt, dass FluG, FIbB und FIbC zumindest fiir eine artifizielle Einleitung der

asexuellen Entwicklung ausreichen.

fluG nimmt eine besondere Stellung unter den ,,fluffy*“-Genen ein, da das Genprodukt
Ahnlichkeit zu einer Glutamin Synthetase hat, was offensichtlich fiir die Bildung eines
niedermolekularen Faktors (< 6000 Da) verantwortlich ist, der flir die Einleitung der
asexuellen Entwicklung benétigt wird. Dieser Faktor wird in das Medium abgegeben und ist
in der Lage AfluG-Stdmme zur Sporulation zu bringen (Lee & Adams, 1994). Die Regulation
von Differenzierungsprozessen mit Hilfe von Signalstoffen ist in Pilzen ein verbreitetes
Prinzip. So erfolgte kiirzlich die Identifizierung eines niedermolekularen Botenstoffes, eines
Diterpens namens Conidiogenone, welcher die Sporulation in dem Ascomyzeten Penicillium
cyclopium induziert (Roncal et al., 2002). Moglicherweise ist dieser dem von fluG
kontrollierter Faktor &hnlich. Die Gene flbA und fadA kontrollieren das Gleichgewicht
zwischen vegetativem Wachstum auf der einen und asexueller Sporulation auf der anderen
Seite. fadA kodiert die a-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins, fIb4 ist ein RGS-
Protein (,,Regulator of G-protein signaling®). In seiner aktiven Form enthdlt FadA ein
gebundenes GTP und sendet Signale fiir ein proliferierendes, vegetatives Wachstum von A.
nidulans. flbA wirkt als Antagonist, indem es den FadA-Signalweg blockiert und somit die
asexuelle Sporenbildung mdglich macht (Hicks et al., 1997; Yu, et al., 1996). RGS-Proteine
fungieren als negative Regulatoren von G-Protein vermittelten Signalwegen, indem sie die
GTPase-Aktivitidt der a-Untereinheit stimulieren (Berman et al., 1996; Dietzel & Kurjan,
1987; Xu et al., 1999).

2.2 Die Regulationskaskade der asexuellen Entwicklung

Wihrend der Konidiophorbildung und Sporulation erfolgt die Steuerung der morphologischen
Differenzierung durch eine lineare Kaskade von Transkriptionsfaktoren. Nur zwei Gene, br/A
und abaA, sind fiir die Sporenbildung in 4. nidulans essentiell, ohne das vegetative Wachstum
zu beeinflussen (im Gegensatz z.B. zu einigen ,,fluffy“-Genen) (Clutterbuck, 1969).
Zusammen mit einem dritten Gen, wetd, definieren diese drei Faktoren den zentralen
Regulationsweg der asexuellen Sporulation um die koordinierte rdumliche und zeitliche
Expression von sporulationsspezifischer Gen-Expression zu steuern (Boylan et al., 1987,
Mirabito et al., 1989). Die Mutation eines dieser drei Gene blockiert die asexuelle Sporulation

zu einem spezifischen Zeitpunkt der Konidiophormorphogenese und verhindert die Synthese
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einer Vielzahl entwicklungsspezifischer mRNAs (Boylan, et al., 1987; Marshall &
Timberlake, 1991; Mirabito, et al., 1989).

bri4 kodiert fiir ein nukleinsdurebindendes Protein mit einem TFIIIA-&hnlichen
Zinkfingermotiv (Adams et al., 1990). Die Mutation des brl4-Gens blockiert die asexuelle
Entwicklung zu einem frithen Zeitpunkt. Nach der Ausbildung des Stielchens stoppt die
Entwicklung, die Mutanten sind nicht in der Lage, das Vesikel oder andere
konidiophorspezifische Zelltypen auszubilden. bri/A4 ist allerdings nicht nur fiir die Expression
von frithen Entwicklungsgenen verantwortlich, sondern wird auch zu spiteren Zeitpunkten in
der Konidiophorbildung bendtigt (Mirabito, et al., 1989). Eine Vielzahl
entwicklungsspezifischer Gene, darunter auch abad und wetA4, werden in brl4A-Mutanten nicht
exprimiert (Boylan, et al., 1987). Die Uberexpression von briA in Fliissigkultur fiihrt zu einer
artifiziellen Sporenbildung, auch wenn keine vollstindigen Konidiophore gebildet werden.

brlA ist ein zentraler Regulator der asexuellen Entwicklung (Adams et al., 1988).

abaA kodiert fiir einen Entwicklungsregulator, der wihrend der Entwicklung der
Sterigmata am Konidiophorvesikel durch br/4 aktiviert wird (Andrianopoulos & Timberlake,
1994). Die Mutation dieses Genes fithrt zur Ausbildung undifferenzierter Sterigmata am
Konidiophor, die oft verzweigt sind aber niemals Sporen hervorbringen (Clutterbuck, 1969;
Sewall et al., 1990). Das AbaA-Protein enthdlt eine sogenannte ATTS-Domine mit
Homologien zu DNA-bindenden Proteinen (Andrianopoulos & Timberlake, 1991; Burglin,
1991). Wie briA ist auch abaA fiir die transkriptionelle Expression vieler Entwicklungsgene
erforderlich (Boylan, et al., 1987; Mirabito, et al., 1989). Durch biochemische in vitro
Methoden konnte eine Konsensussequenz fiir die Bindung des AbaA-Proteins definiert
werden, die unter anderem im Promotorbereich der entwicklungsspezifischen Gene briA,
wetA, rodA, yA und abaA selbst vorkommen (Andrianopoulos & Timberlake, 1994). Eine
Induktion von abaAd in Flissigmedium war im Gegensatz zur Induktion von brl4 nicht
ausreichend, um Konidiosporen zu produzieren, es fiihrt jedoch zur Akkumulation einiger
sporulationsspezifischer Gene, wie wetd und auch briA (Adams & Timberlake, 1990;
Mirabito et al., 1989). Diese Riickkopplung auf Transkriptionsregulationsebene flihrt somit zu

einer sehr starken br/4 Expression wihrend der Konidiophorbildung.

Der dritte Regulator in der Entwicklungskaskade ist wet4. Das wet4-Genprodukt wird
spét in der asexuellen Sporenbildung fiir die Synthese von wichtigen Zellwandkomponenten
der Konidiosporen bendtigt (Marshall & Timberlake, 1991). wetd-Mutanten bilden normale

Konidiophore, die gebildeten Sporen sind jedoch unpigmentiert und lysieren (Sewall et al.,
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1990). Fiir die korrekte rdumliche und zeitliche Expression von br/4 und abad werden die
Gene stud und medA bendtigt. stud-Mutanten bilden stark verkiirzte Konidiophore ohne
Metulae und Phialiden aus, so dass die Sporen direkt vom Vesikel gebildet werden
(Clutterbuck, 1969). Dieser Phénotyp wird wahrscheinlich durch rdumlich inkorrekte
Expression der Regulatoren BrlA und AbaA verursacht (Miller et al., 1992). stuA kodiert fiir
einen putativen Transkriptionsfaktor mit Ahnlichkeiten in seinem DNA-Bindemotiv zu
verschiedenen pilzlichen Regulatoren (Adams, et al., 1998; Gimeno & Fink, 1994), und
konnte als Repressor von bri4 fungieren. Neben seiner Rolle in der negativen Regulation der
asexuellen Sporulation, hat szu4 auch eine wichtige Rolle als positiver Regulator wéihrend des
sexuellen Vermehrungszykluses von 4. nidulans und konnte somit fiir die Koordination der
zwei Entwicklungsvorgénge verantwortlich sein (Dutton et al., 1997; Miller et al., 1991; Wu
& Miller, 1997). medA-Mutationen fithren zur Produktion von mehreren Schichten von
Sterigmata am Vesikel, die allerdings Konidiosporen bilden konnen. Oft werden auch
sekundire Konidiophore am Vesikel ausgebildet (Clutterbuck, 1969; Martinelli, 1979). Diese
lineare Regulationskaskade ist fiir die differentielle Expression einer Vielzahl von Genen
wihrend der Konidiophorbildung in A. nidulans verantwortlich (Adams et al., 1998). Dazu
gehoren unter anderem Gene, die fiir die charakteristische dunkelgriine Pigmentierung der
Konidiosporen verantwortlich sind (Aramayo & Timberlake, 1993; Mayorga & Timberlake,
1990), oder fiir ihre Hydrophobizitit bendtigt werden (Stringer et al., 1991; Stringer &
Timberlake, 1995).

3. Die sexuelle Entwicklung

Der sexuelle Entwicklungszyklus von A. nidulans wird in der Abwesenheit von Licht
eingeleitet. Diese Bedingungen sind im natiirlichen Habitat , Boden® gegeben, wo eine
Verbreitung der asexuellen Konidien durch Wind nicht moglich ist. Der Pilz bildet statt
dessen komplexe Fruchtkorper (Kleistothezien), die sexuelle Sporen beinhalten. Diese Sporen
konnen lange im Boden verweilen und noch nach Jahren wunter passenden
Umweltbedingungen auskeimen. Die Entwicklung beginnt mit der Bildung von Nestern der
sogenannten Hiille-Zellen, dickwandiger globulédrer Zellen, die iiber einen kurzen Stiel mit
dem vegetativen Myzel verbunden sind. Trotz der massiven Auftretens dieser Zellen in der
frithen sexuellen Entwicklung ist die Funktion der Hiille-Zellen noch immer unbekannt. Es
gibt jedoch Hinweise, dass sie die Fruchtkorperbildung eventuell durch die Versorgung mit
Nahrstoffen unterstiitzen (Wei et al.,, 2001; Wei et al.,, 2004). Etwa 48 Stunden nach

Inokulation einer Mediumplatte werden in den Hiillezellnestern liegende Primordien sichtbar,
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aus denen sich innerhalb der folgenden 72 Stunden die dunkel gefdrbten Kleistothezien
entwickeln. Die Hiille dieser Fruchtkorper besteht aus einem dreischichtigen, durch das
extrazellulidre phenolische Polymer Kleistin zu einer Einheit verbundenen Hyphen-Netzwerk
(Benjamin, 1955). Wihrend des gesamten Entwicklungszeitraums ist das entstehende
Kleistothezium von einer Schicht Hiille-Zellen umgeben (Zonneveld, 1977). Die Reifung der
meiotischen Ascosporen findet im Inneren des Kleistotheziums statt. Ausgangspunkt ist
vermutlich eine einzige dikaryotische Zelle, die aus einer mehrkernigen vegetativen Hyphe
hervorgeht. Aus dieser Zelle entsteht ein reich verzweigtes dikaryotisches Myzel (Ward,
1991), das durch die Fusion zweier haploider Kerne in terminalen Zellen die Entwicklung der
Asci einleitet. Eine meiotische und eine mitotische Kemnteilung fiihren zur Bildung von acht
haploiden einkernigen Ascosporen, die eine weitere Mitose ohne Zellteilung durchlaufen, so
dass die Ascosporen zwei Zellkerne beherbergen. Die rot pigmentierten Ascosporen konnen
viele Jahre im Boden iiberdauern, bevor sie wieder auskeimen (Champe & Simon, 1992;
Timberlake, 1990).

3.1 Regulation der sexuellen Entwicklung

Die Einleitung der sexuellen Entwicklung ist von abiotischen und biotischen Faktoren
abhéngig, wie z. B. der Abwesenheit von Licht, einer Boden-Luft-Interphase und dem
Néhrstoffangebot. Ein an ein Pheromon erinnerndes System, dass die asexuelle und sexuelle
Entwicklung koordiniert, hat einen wichtigen Einfluss. Es werden drei sogenannte Psi-
Faktoren (precocious sexual inducer) beschrieben. Dies sind aus Fettsduren abgeleitete
biologisch aktive Oyxlipine. Alle drei Psi-Faktoren haben ein von der Linolensiure
abgeleitetes Grundgeriist. PsiB und PsiC stimulieren die sexuelle und hemmen die asexuelle
Entwicklung, wihrend PsiA eine entgegengesetzte Wirkung hat (Champe & el-Zayat, 1989;
Champe et al.,, 1987). Diese Ergebnisse konnten kiirzlich auf molekularer Ebene durch
Untersuchungen an einer putativen Dioxygenase (PpoA) verifiziert werden (Tsitsigiannis et
al., 2004). Dioxygenasen sind an der Oxylipin-Synthese beteiligt, und die Deletion dieser
Dioxygenase fiihrt zu einem erniedrigten Level von PsiB, was in einer verstiarkten asexuellen
Entwicklung phinotypisch sichtbar wird. Uberexpression von ppoA4 erhoht die Konzentration
von PsiB, was gleichzeitig zu einer Verstirkung der sexuellen Entwicklung fiihrt. Eine
Moglichkeit wie diese ausserhalb der Zelle liegenden Signale wahrgenommen und
weitergeleitet werden konnen, wurde kiirzlich durch Arbeiten mit G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) untersucht. Heterotrimere G-Proteine und die an sie gekoppelten

Rezeptoren sind in Eukaryoten oft an der Weiterleitung von extrazelluldren Signalen in die
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Zelle beteiligt, wie z.B. die Pheromon-Antwort (Hagen et al., 1986) oder die
Glukosewahrnehmung (Kraakman et al., 1999) in S. cerevisiae. In A. nidulans finden sich
insgesamt neun putative GPCR, von denen bisher sechs untersucht wurden (Seo et al., 2004).
Zwei von ihnen, gpr4 und gprB, Homologe der beiden Pheromon-Rezeptoren Ste2p und
Ste3p aus S. cerevisiae, zeigen eine abnormale homothallische, sexuelle Entwicklung, also in
der Entwicklung ohne Kreuzungspartner. Bei Deletion eines der beiden GPCRs finden sich in
der Grofle und Ascosporenzahl reduzierte Fruchtkdrper. In einer Doppelmutante finden sich
keine Kleistothezien (Seo, et al.,, 2004). Die sexuelle Reproduktion mit einem
Kreuzungspartner ist nicht betroffen. Ein weiterer untersuchter GPCR ist gprD, das
Ahnlichkeiten mit dem Glukose-Sensor Gprlp aus S. cerevisiae aufweist. Eine Deletion
dieses Genes fithrt zu einer starken sexuellen Entwicklung bei gleichzeitiger, drastischer
Reduzierung des Hyphenwachstums. Unter Bedingungen, die die sexuelle Entwicklung
hemmen, wie z. B. Wachstum auf Sorbitol, ist das Hyphenwachstum wieder normal (Han et
al., 2004). gprD scheint die sexuelle Entwicklung mit dem Hyphenwachstum zu koordinieren
und fungiert dabei als Repressor der sexuellen Entwicklung. Untersuchungen iiber den

Zusammenhang der GPRC und der Psi-Faktoren wurden noch nicht unternommen.

Als frithe Regulatoren des sexuellen Entwicklungsprozesses konnen die Gene veA4 und
nsdD bezeichnet werden. Eine Deletion in jedem dieser Gene, verhindert die
Fruchtkorperbildung in einem sehr frithen Stadium. Es werden keine Hiillezellnester gebildet,
und auch die darauf folgenden Stadien, wie Primordien und Kleistothezien fehlen (Han et al.,
2001; Kim et al., 2002). Auch stud, welches gleichzeitig auch die asexuelle Entwicklung
steuert, zeigt diesen Effekt (Wu & Miller, 1997). ved und nsdD Mutanten sind zusétzlich in
ihrer Lichtregulation gestort. Demzufolge werden groBe Mengen an Konidiophoren auch im
Dunkeln gebildet. Eine Uberexpression dieser beiden Regulatoren induziert die sexuelle
Entwicklung auch unter Bedingungen, die diese normalerweise verhindern, wie z.B.

Fliissigkulturen und auf Hochsalzmedium (Han, et al., 2001; Kim, et al., 2002).

Eine MAP-Kinase-Kaskade ist auch in der Regulierung der sexuellen Entwicklung
beteiligt. Die Deletion der MAPKK Kinase SteC hat unter anderen den Verlust der sexuellen
Entwicklung zur Folge, jedoch werden weiterhin noch Hiillezellen gebildet (Wei et al., 2003).
Die Deletion der MAP Kinase sakA zeigt auch einen Effekt auf die sexuelle Entwicklung,
allerdings scheint sak4 an der Repression beteiligt zu sein, da die sak4 Mutante mehr
Fruchtkorper als der Wildtyp bildet (Kawasaki et al., 2002). Die Beteiligung einer MAP-
Kinase-Kaskade an der sexuellen Entwicklung wird nochmals durch den Transkriptionsfaktor

SteA unterstrichen, eines am Ende der MAP-Kinase-Kaskade wirkenden Faktors. SteA ist das
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Homolog zu Stel2p aus S. cerevisiae, dort notwendig fiir die Karyogamie und Festlegung des
Zelltyps (Johnson, 1995; Kurihara et al., 1996). In A. nidulans ist SteA fiir die Entwicklung
von Fruchtkdrpern, jedoch nicht fiir die Bildung von Hiillezellen notwendig (Vallim et al.,
2000).

Die zentrale Rolle des sexuellen Stadiums in A. nidulans zeigt sich nochmals durch
die Regulierung durch einen weiteren grofen Regulationskomplex. Durch neuere
Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen dem COP9-Signalosom und der
Fruchtkdrperbildung gezeigt werden (Busch et al., 2003). Das COP9 Signalosom besteht aus
acht Untereinheiten und ist in hoheren Eukaryoten konserviert (Kapelari et al., 2000), seine
regulatorische Funktion liegt indirekt (durch Deneddylierung einer Ubiquitin Ligase und
Phosphorylierung der Zielproteine) in der Ubiquitinierung von Proteinen. Die ubiquitinierten
Proteine werden vom 26S Proteasome abgebaut (Schwechheimer, 2004; Wolf et al., 2003).
Die Deletion verschiedener Komponenten (csnD und csnE) des Signalosoms hat in A.
nidulans einen pleiotropen Phinotyp, wie z.B. abnormal verkiirztes Hyphenwachstum und die
Anreicherung von rot gefarbten Sekunddrmetaboliten im Myzel. Aber auch die sexuelle
Entwicklung ist in den COP9-Mutanten gestort. Es bilden sich zwar noch Hiillezellnester mit
Primordien, jedoch ist die Entwicklung danach unterbrochen. Interessanterweise ist diese
Entwicklung unabhingig vom Licht (Busch, et al., 2003). Der rdumlich und zeitlich
aufeinander abgestimmte Abbau von Proteinen scheint also fiir die korrekte Regulation der

morphologischen Differenzierung der Fruchtkdrper notwendig zu sein.

Die Ergebnisse der Forschung mit den verschiedenen Regulationskaskaden (MAP-
Kinase Kaskade und COP9 Signalosome) lassen die Vermutung zu, dass nach der
Initialisierung der sexuellen Entwicklung weitere Signale fiir die Bildung von reifen
Fruchtkérpern benotigt werden. Ein mogliches Signal konnten ROS (,reactive oxygen
species®) sein. Durch das Ausschalten einer NADPH-Oxigenase in A. nidulans wurde ein
Block in der Entwicklung nach der Primordienbildung herbeigefiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass diese NADPH-Oxigenase noxA verantwortlich fiir die Erzeugung von Superoxid
ist, vorwiegend in den Hiillezellen und Primordien (Lara-Ortiz et al., 2003). Der Fund der
Expression einer Katalase-Peroxidase in den Hiillezellen wéhrend der sexuellen Entwicklung
(Scherer et al., 2002) deckt sich gut mit diesen Erkenntnissen, denn so ergibt sich die
Moglichkeit, diese biologisch aktiven Signalstoffe unschidlich zu machen, bevor sie fiir den

Pilz schidlich werden konnen.
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Abb. 2: Schematische Darstellung einiger bisher beschriebenen Faktoren mit Einfluss auf die sexuelle
Entwicklung in A. nidulans. Einzelne Komponenten verschiedener Regulationswege konnten identifiziert und
ihre Beteiligung an der sexuellen Entwicklung gezeigt werden, doch die genauen Regulationswege und —
mechanismen sind weitestgehend unverstanden. Eine groe Anzahl unterschiedlichster Faktoren haben Einfluss
auf die Differenzierungsprozesse im Pilz. Einige davon werden direkt vom Pilz gesteuert (Psi-Faktoren durch
PpoA; ROS durch NoxA), andere sind von der Umwelt abhdngig. Die Wahrnehmung der Signale wurde durch
GPCRs (,,G-Protein coupled receptors®) und ein Phytochrom bereits gezeigt. Viele andere Mdglichkeiten sind
denkbar, konnten aber noch nicht bestitigt werden. Die Beteiligung von Komponenten an der Weiterleitung der
Signale in der Zelle konnte bisher fiir G-Proteine, das COP9-Signalosome und eine MAP-Kinase-Kaskade
gezeigt werden. Auch einzelne, unabhéngige Faktoren, die fiir die sexuelle Entwicklung notwendig sind, konnten
identifiziert werden (NsdD, StuA, VeA). Leider sind so gut wie keine Zusammenhénge zwischen all diesen
Faktoren bekannt.

3.2 Der Entwicklungsregulator Prol, ein Zn(II);Cyse binukleires Clusterprotein

In Sordaria macrospora wurde ein Transkriptionsfaktor beschrieben, der fiir die Bildung
eines reifen Fruchtkorpers notwendig ist (Masloff et al., 1999). S. macrospora gehort wie A.
nidulans zum Stamm der Ascomycota (Unterstamm der Pezizomycotina), vermehrt sich im
Gegensatz jedoch rein sexuell mittels Ascosporen. Die Ascosporen entstehen in
Fruchtkdrpern (Perithezien) mit einer birnenférmigen Gestalt. Die Perithezienbildung von S.
macrospora wurde durch zahlreiche Mutanten untersucht (Esser & Straub, 1958). Einige

dieser Mutanten wurden bisher molekularbiologisch charakterisiert und die entsprechenden
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Gene durch Komplementation kloniert. Eines der Gene kodiert fiir eine ATP-Citratlyase und
ein zweites, prol, fiir einen Transkriptionsfaktor (Masloff, et al., 1999; Nowrousian et al.,
1999). Eine Mutation in dem prol-Gen fiihrt dazu, dass die Entwicklung der reifen
Fruchtkérper zu einem frithen Zeitpunkt abbricht, und zwar nach der Bildung der
Protoperithezien. In diesem sehr frithen Stadium der Fruchtkérperentwicklung sind noch

keine ascogenen Hyphen, oder sogar reife Asci zu finden.

Der Transkriptionsfaktor Prol gehort zur Familie der Zn(I),Cysg binukledren
Clusterproteine. Diese Familie von DNA-bindenen Transkriptionfaktoren ist bisher nur in
Pilzen beschrieben worden, und bis auf einen Fall (in Lentinus edodes, Basidiomyzet (Endo et
al., 1994)) auch nur in Ascomyzeten. Alle genauer untersuchten Proteine dieser Klasse haben
regulatorische Funktionen und koénnen je nach Faktor als Aktivatoren oder Repressoren
wirken (Bechet et al., 1970; Bowdish et al., 1995; Messenguy et al., 1986; Rubin-Bejerano et
al., 1996; Strich et al., 1994; Sze et al., 1993; Sze et al., 1992). Die prominentesten Vertreter
sind die Regulatoren Gal4 aus S. cerevisiae und AlcR aus A. nidulans. In dem annotierten
Genom von Neurospora crassa finden sich von insgesamt 176 putativen
Transkriptionsfaktoren 77 mit diesem Motiv (Borkovich et al., 2004). Mit einem Anteil von
44% an allen theoretischen Transkriptionsfaktoren ist die Gruppe der Zn(I1),Cyse binukledren
Cluster Proteinen die GrofBite. In dem annotierten Genom von A. nidulans finden sich 123
putative Proteine mit einem Zn(II),Cyse binukledren Cluster Motiv (Gallagan et al., 2005).
Auch hier scheinen die sie dominante Familie unter den Transkriptionsfaktoren zu sein. Sechs
Cysteine, die in folgender Reihenfolge angeordnet sind; CX,CXCXcCX,CXcC sind
charakteristisch. Sie fixieren zwei Zink(II)-Ionen so, dass sich eine kleeblattihnliche Struktur
ergibt (Gardner et al., 1991; Pan & Coleman, 1990)(siche Abb. 3). Dabei interagieren Cysl
und Cys4 mit beiden Zink-lonen und jeweils zwei der vier iibrigen Cysteine interagieren mit
einem der Zink-lonen (Gardner, et al., 1991; Pan & Coleman, 1991). Man kann das Motiv in
zwei CX,CX¢C-Einheiten unterteilen, die durch sechs Aminosduren getrennt sind. Jede dieser
Einheiten bildet eine o—Helix, die durch eine Prolin unterstiitzte Schleife getrennt wird.
Wihrend der Interaktion des Proteins mit der DNA liegt das Zink(Il)-Motiv in der groB3en
Furche der DNA (Marmorstein et al., 1992).
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Abb. 3: Modell des GAL4 Proteins als

Beispiel fiir ein Zn(II),Cys¢ binukleires

Cluster Protein. Die DNA-bindende Domine

befindet sich immer im N-terminalen Bereich

der Proteine. Die sechs hoch konservierten

°©c @ ° Cysteine (C, gelb) fixieren zwei Zinkionen,

o ® o wobei Cl und C4 mit beiden Zinkionen

interagieren. Die rdumliche Struktur der DNA-

bindenden Doméne entsteht durch zwei kurze a-

Helices, die um die Zn-Ionen drapiert sind. Das

carboxy- (C) und amino-(N)-terminale Ende des

Proteins sind gekennzeichnet.  Abbildung
verdndert aus Todd & Andrianopoulos, 1997.

4. Ziele dieser Arbeit

Die meisten der beschriebenen Regulatoren der sexuellen Entwicklung in 4. nidulans haben
einen pleiotropen Phinotyp, zeigen auBler der gestorten Fruchtkorperbildung auch andere
Effekte, wie z.B. auf die asexuelle Entwicklung (sfu4) oder das vegetative Hyphenwachstum
(COP9-Signalosome). In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, mit einem reversen
Genetik-Ansatz spezifische Regulatoren der sexuellen Entwicklung ohne sekundire Effekte

auf das vegetative Wachstum und die asexuelle Sporulation zu finden.

Da prol aus S. macrospora fir die sexuelle Entwicklung des Pilzes notwendig ist,
sollte getestet werden, ob es in 4. nidulans auch einen solchen Regulator gibt und ob er eine
Rolle in der Kleistothezienbildung hat. Deshalb wurde in der Genomsequenz von 4. nidulans
(Whitehead Institute, http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus/index.html) nach
sequenzihnlichen Genen gesucht und interessanterweise zwei dhnliche Gene gefunden. Diese
wurden nach ihrer funktionellen Analyse nos4 und rosA genannt. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden diese beiden putativen Transkriptionsfaktoren auf molekularer Ebene
analysiert, und dabei festgestellt, dass nos4 eine &hnliche Funktion, wie prol aus S.
macrospora hat und fiir die sexuelle Entwicklung notwendig ist. Auch rosA4 hat eine Funktion
in der sexuellen Entwicklung, dessen Funktion jedoch in der Repression des

Entwicklungsvorganges liegt.

Zusitzlich zu dem gezielten Ansatz zur Isolierung von Regulatoren, wurde ein

ungerichteter Ansatz gewéhlt, um Proteine, die in der Differenzierung benétigt werden, zu
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identifizieren. Dies geschah in einem ,,Proteom-Ansatz“. Fiir die Analyse der verschiedenen
Differenzierungsstadien wurden Mutanten benutzt, die mit einem Wildtyp verglichen wurden.
Alle Stimme wurden unter den gleichen Bedingungen kultiviert, welche die sexuelle
Entwicklung im Wildtyp induziert. Eine der beiden Mutanten (AnsdD) wichst rein asexuell
und bildet nur grofle Mengen an Konidiophoren. In der anderen Mutante (AnosA4) beginnt die
sexuellen Differenzierung, jedoch stoppt dieser Prozess nach der Bildung von Primordien. Zu
jeweils zwei Zeitpunkten wurden Proben entnommen. Zum einen nach 48 Stunden, in der
frithen sexuellen Entwicklung, und zum anderen nach 120 Stunden. Zu diesem Zeitpunkt ist
die sexuelle Entwicklung bereits abgeschlossen. Somit war ein Vergleich der Proteinmuster
zwischen frither und spéter sexueller, sowie der asexuellen Entwicklung moglich. Zusétzlich
konnen durch den gewéhlten Versuchsansatz Proteine identifiziert werden, deren Expression

von dem neu identifizierten Transkriptionsfaktor NosA beeinflusst werden.
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II1. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien stammten von den Firmen Roche
(Mannheim), Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe), BIOMOL
(Hamburg), AppliChem (Darmstadt), Difco (Augsburg), Gibco (Karlsruhe) und Stratagene
(Amsterdam, Niederlande), andernfalls ist die Herkunft im Text gesondert ausgewiesen.
Restriktionsendonukleasen und andere DNA-modifizierende Enzyme wurden bei Amersham
(Freiburg), New England Biolabs (Frankfurt), Die B-D-Glukanase "Glucanex* wurde von
GeWe Biotechnologie (Bad Kreuznach). DNA- und RNA-Marker stammten von MBI-
Fermentas (St. Leon-Rot), Nitrocellulosemembranen wurden bei Amersham und Pall Gelman
Laboratories (Dreieich), Miracloth-Filtermembranen bei Calbiochem (Heidelberg) und das
Blocking-Reagenz ,,Skim-milk* bei Difco bestellt. Von Hartmann Analytic (Braunschweig)
stammte [o-"2P]-dATP. Der Protease Inhibitor Cocktail wurde von Sigma-Aldrich (C-6637)
bezogen. Die Autoradiographiefilme waren von Fuji (New RX, Fuji, Japan). Fiir die DNA-
Isolierung aus Agarosegelen wurde Agarose Low Melt 3 von AppliChem und das Wizard
DNA PCR-Preps-DNA-Purification-System von Promega (Manheim) verwendet. Die
Elektrophoresegele wurden mit einem “Duo store® Kamera- und Videoprintergerdt (INTAS,
Gottingen) fotografiert. Die Fotografie von Kolonien erfolgte mit einer digitalen Kamera
(Olympus CAMEDIA C2500L). Alle mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen wurden an
einem Zeiss Axiophot-Mikroskop durchgefiihrt. Zur Bildaufnahme diente eine CCD Kamera
von Hamamatsu (ORCA ER). Als UV-Lampe wurde eine Osram HBOS50

Quecksilberdampflampe verwendet.
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2. Verwendete Organismen und mikrobiologische Methoden

2.1 Organismen

In dieser Arbeit wurde mit folgenden Aspergillus nidulans- und Escherichia coli-Stimmen

gearbeitet.

Tabelle 1: Genotypen und Herkunft der A. nidulans und E. coli Stimme.

Referenz

Stamm Genotyp

Aspergillus nidulans

RMSO011 pabaAl, yA2; AargB::trpCAB; trpC801; veAl

SRF200 pyrG89; AargB::trpCAB; pyroA4; veAl

FGSC A4 Wildtyp

FGSC26 bidl; veAl

Wiml26 pabaAl, yA2; ved"

KHH52 (AnsdD) pabaAl, yA2; AargB::trpCAB; AnsdD::argB; trpC801

SKV1 ,»Wildtyp* SRF200 transformiert mit pDC1: pyrG89;
AargB::trpCAB; pyroA4; vedl; argB* )

SKV6 RMSO011 transformiert mit pKV12 (ros4-Uberexpressions-
konstrukt): pabaAdl, yA2; veAl; alcA(p)::rosA

SKV8 SRF200 transformiert mit pKV18 (rosA-

Deletionskonstrukt): pyrG89; AargB::trpCAB; pyroA4;
veAl; ArosA::argB

SKV30 SKVS8 kotransformiert mit pMut(p)-GFP und pRG1: pyrod4;
veAl; ArosA::argB; mutA(p)::sGFP

SKV31 SRF200 transformiert mit nosA4-Deletionskonstrukt: pyrG89;
AargB::trpCAB; pyroA4, AnosA::argB; veAl

SKV32 AnosA::argB; veA"; aus Kreuzung SKV30 x WIM126

SKV37 pyrG89; AnosA::argB; veA" aus Kreuzung SKV30 x
WIM126

SKV38 pabaAl, pyrG89, yA2; AnosA::argB; veA" aus Kreuzung
SKV30 x WIM126

SKv47 SRF200 transformiert mit pKV71: AargB::trpCAB; pyroA4;
veAl; alcA(p)::GFP::stuA(NLS)

SKV48 SRF200 transformiert mit pKV72: AargB::trpCAB; pyroA4;
vedl; alcA(p)::GFP: :stud(NLS)-rosA>**¥

SKV49 AnsdD::argB; veA" aus Kreuzung KHHS52 x SRF200

SKV50 AnosA::argB, ArosA::argB aus Kreuzung SKV8 x SKV38

SKVS51 SKV31 transformiert mit pHHgfp4; pyroA4, veAl;
AnosA::argB, hxtA(p)::sGFP

SKVw3 ArosA::argB; veA" aus Kreuzung SKV8 x WIM126

SKVw5 ArosA::argB; veA" aus Kreuzung SKV8 x WIM126

SWHHgfp SRF200 transformiert mit pHHgfp4: AargB::trpCAB;

pyroAd4; veAl; hxtA(p)::sGFP

Stringer et al., 1991

R. Fischer

Fungal Genetics Stock Center,
Kansas, USA

Fungal Genetics Stock Center,
Kansas, USA

S. Champe

Han et al., 2001
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Wei et al., 2004
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Stamm Genotyp Referenz

Escherichia coli

Top10F* F<[lac? , Tn10 Tet®)] mcra A(mrrr-hsddRMS-mcrBC), @80  Invitrogen, Leek, Niederlande
lacZ AM15AlacX74, deoR, recAl, araD139 A(ara-leu)
7679, galU, galK, rpsl (Str®) endAl, nupG

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac Stratagene Europe,
[F’proAB lacl ? ZAM15: Tn10 (Tet")] Amsterdam Zuidoost,
Niederlande

2.2 Kultivierung der Organismen

Die E. coli Medien wurden wie bei Sambrook (1989), beschrieben hergestellt (Tabelle 2) und
je nach Versuchsansatz mit Antibiotika und Nachweisreagenzien supplementiert (Tabelle 3).

Die 4. nidulans Medien wurden wie bei (Pontecorvo et al., 1953) beschrieben, hergestellt. A.
nidulans Voll- und Minimalmedien wurden je nach Stamm und Versuch mit Vitaminen,
Aminosduren, Nukleotiden bzw. fiir Transformationsexperimente mit osmoprotektiven
Substanzen (Tabelle 4 und 5) komplementiert. Fiir Festmedien wurden zusitzlich 15 g Agar

pro Liter eingewogen.

Tabelle 2: Medien fiir E. coli

Medien Zusammensetzung (je 1)
LB 10 g Trypton; 10 g Hefeextrakt; 5 g NaCl
SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,58 g NaCl;

0,185 g KCI; 2,03 g MgCl, x 7TH,0; 2,46 g
MgSO, x 7TH,0; 3,6 g Glukose

Tabelle 3: Antibiotika und Nachweisreagenzien fiir E. coli Medien

Substanz Endkonzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Tetracyclin 25 pg/ml

XGal 40 pg/ml

IPTG 8 ng/ml
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Tabelle 4: Medien und Zusétze fiir A. nidulans

Medien

Zusammensetzung (je 1)

Vollmedium (CM)

Minimalmedium (MM)

Salz-Stammldsung
(20-fach)

Vitaminlosung (1000-fach)

Spurenelementeldsung
(1000-fach)

50 ml Salz-Stammldsung; 20 g Glukose; 2 g
Pepton; 1 g Hefeextrakt;1 g
Casaminoséduren; 1 ml Vitaminlosung; 1 ml
Spurenelementelosung; mit 10 N
Natriumhydroxid auf pH ~6,5 eingestellt
50 ml Salz-Stammldsung; 1 ml
Spurenelementeldsung; 20 g Glukose; mit
10 N Natriumhydroxid auf pH ~6,5
eingestellt; zur Regeneration von
Protoplasten mit 0,6 M KCI supplementiert
120 g NaNOs; 10,4 g KCI; 10,4 g MgSO4x
7 HQO; 30,4 g KH2P04

0,1 g D-Biotin; 0,1 g Pyridoxin-HCI, 0,1 g
Thiamin-HCI; 0,1 g Riboflavin; 0,1 g p-
Aminobenzoesidure; 0,1 g Nicotinsdure

22 g ZnSO4x 7H,0; 11 g H3BO3; 5 g
MnCl,x 4H,0; 5 g FeSO4x 7TH,0; 1,6 g
CoClyx 5H,0; 1,6 g CuSO4x 5SH,0; 1,1 g
(NH4)6M07024X 4H20, 50 g Na4 EDTA, mit
Kaliumhydroxidplédtzchen auf pH 6,5-6,8
eingestellt

Tabelle 5: Vitamine, Aminoséiuren und andere Medienkomponenten

Substanz Konzentration der eingesetzte Menge (je 1)
Stammlésung
Biotin 0,05 % 1 ml
Nicotinamid 0,5 % 1 ml
Pyridoxin-hydrochlorid 0,1 % 1 ml
p-Aminobenzoesédure 0,1 % 1 ml
Riboflavin 0,25 % 1 ml
Arginin 500 mM 10 ml
Uracil - lg
Uridin 500 mM 10 ml
Methionin 1% 3 ml

A. nidulans- und E. coli- Kulturen wurden, soweit nicht anders angegeben, aerob bei 37°C

inkubiert. Fliissigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben auf Schiitteltischen (200-300 rpm)

geziichtet.

Medien und Losungen wurden 20 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck, Glaswaren und

Keramiknutschen im Heizschrank 3 Stunden bei 180°C sterilisiert. Hitzeempfindliche

Losungen wie Antibiotika, Aminosduren und Vitamine wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit

0,2 um PorengrofB3e; Schleicher und Schiill, Dassel).
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Die Zelldichte von Bakterienkulturen wurde photometrisch durch Absorptionsmessung bei
578 nm (AODS578) an einem Pharmacia Photometer (Pharmacia LKB - Ultrospeclll)

bestimmt.

3. Genetische Methoden in A. nidulans

Genetische Untersuchungen bei 4. nidulans wurden im wesentlichen nach den Protokollen
von (Clutterbuck, 1969; Clutterbuck, 1994; Kafer, 1977, Morris, 1976; Pontecorvo, et al.,
1953), durchgefiihrt. In Tabelle 6 sind alle Gene aufgefiihrt, die in den verwendeten Stimmen

mutiert sind und im Text nicht ndher erklart werden.

Tabelle 6: Liste der A. nidulans Marker

Marker Nachweis/Funktion Chromosom

argB Arginin-Auxotrophie/ OTCase 11

biAdl Biotin-Auxotrophie I

methH?2 Methionin-Auxotrophie/ 111
THPTG Methyltransferase

pabaAl p-Aminobenzoesédure- I
Auxotrophie

pyrG89 Uracil-Auxotrophie/ Orotidin- I
MP-Decarboxylase

pyroA4 Pyridoxin-Auxotrophie v

trpC801 Tryptophan-Auxotrophie/ VII
Phosphoribosylanthranilat-
Isomerase

Marker Nachweis/Funktion Chromosom

veAl Konidienbildung VIII
lichtunabhéngig

wA3 weille Konidiosporen/ 11
Polyketidsynthase

VA2 gelbe Konidiosporen/ Laccase I 1
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3.1 Kreuzungen von A. nidulans und Genotypen-Test

Die zu kreuzenden Stimme wurden auf Vollmedium (CM)-Platten nebeneinander angeimpft
und zwei Tage inkubiert, bis die Myzelien zusammengewachsen waren. Aus der Schnittstelle
beider Kolonien wurde ein kleiner Agarblock ausgeschnitten und auf Minimalmedium(MM)-
Platten, die nur ein Wachstum des Heterokaryons erlaubten, {iberfiihrt. Die Platten wurden mit
Klebeband verschlossen und fiir 10-14 Tage bei 37°C inkubiert. Die nach diesem Zeitraum
gebildeten Fruchtkorper (Kleistothezien) wurden mit Hilfe einer sterilen Impfnadel isoliert,
auf einer Agarplatte unter dem Binokular durch vorsichtiges Rollen von den an ihn hingenden
Hiille-Zellen befreit und in 0,2 ml sterilen Aqua dest. in einem Eppendorf-Cup zerdriickt. Ein
Aliquot der Ascosporensuspension wurde auf CM-Platten ausplattiert. Nach 2-3 Tagen
Inkubation konnte die Kreuzung ausgewertet werden. Fiir die Genotypenbestimmung eines A.
nidulans-Stammes wurde dieser auf MM-Platten transferiert, auf denen jeweils einer der zu
testenden Auxotrophiemarker fehlte. Sollten mehrere Stimme untersucht werden, so wurden

diese auf Rasterplatten (20 Kolonien/Platte) angeimpft (Sievers et al., 1997).

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Plasmide und Cosmide

In dieser Arbeit wurde mit folgenden Plasmiden und Cosmiden gearbeitet.

Tabelle 7: Plasmide und Cosmide

Plasmid/ Beschreibung Referenz
Cosmid
pBluescript KS™  Klonierungs- und Expressionsvektor mit Stratagene, Heidelberg

hoher Kopienzahl, Amp"
pCR2.1 TOPO  Klonierungsvektor mit 3*T-Uberhang zur Invitrogen, Leek,

Klonierung von PCR-Produkten; hohe Niederlande
Kopienzahl

pENTR/D- GATEWAY TOPO Vektor, zur Invitrogen, Leek,

TOPO Klonierung von Blunt End-PCR-Produkten Niederlande

pMT-sGFP GATEWAY Vektor, alcA(p)::cccD-Box Toews et al., 2004
(incl. attR-sides)::sgfp

pDC1 argB-Gen aus A. nidulans tragendes Aramayo et al., 1989
Plasmid

pRG1 pyr4-Gen beinhaltendes Plasmid, pyr4 aus ~ Waring et al., 1989
Neurospora crassa

pHHgfp4 2,5 kb Fragment des HxtA-Promotors, Wei, et al., 2004

fusioniert mit sgfp in pKS™ (EcoRV, Notl)
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Plasmid/ Beschreibung Referenz

Cosmid

pHW argB aus pDC1 in pKS-Bluescript H. Wei, Marburg

pMut(p)-GFP 1,8 kb Fragment des MutA-Promotors, Wei et al., 2001
fusioniert mit sgfp in pKS™ (EcoRV, Notl)

pJH19 gpd(p):: dsRedT4-stuA(NLS), argB Toews, et al., 2004

pMS19 gpd(p)::nsdD, pyrd M. Scherer, Marburg

pMS51 PCR (Expand)-amplifiziertes ros4 mit M. Scherer, Marburg
Xhol-Schnitten in pCR2.1

pSK70 argB mit Sfil-Schnittstellen S. Konzack, 2004

pCMB17apx alcA(p)::egfp, pyr4 fir N-terminale Fusion V. Efimov (Piscataway,
von GFP an Zielprotein, N. crassa pyr4 USA)

42D6 Cosmid aus pUI-Genbank mit rosA diese Arbeit

pKV8 alcA(p) in BamHI, argB in Notl in pKS™- diese Arbeit
Bluescript

pKV12 alcA(p)::rosA, argB; rosA aus pMS51 mit
Xhol in pKV8

pKV15 Kpnl/Xbal-Subklon von ros4 aus 42D6 in  diese Arbeit
pBluescript KS”

pKVI18 argB aus pHW mit EcoRl/BamHI in diese Arbeit
pKV15, KO-Konstrukt

pKV43 nosA ca. 1kb der 3 'Flanke mit Sfil- diese Arbeit
Schnittstelle in pCR2.1

pKV45 nosA ca. 1kb der 5 Flanke mit Sfil- diese Arbeit
Schnittstelle in pCR2.1

pKV46 nosA-Deletionskonstrukt; 3 Flanke aus diese Arbeit
pKV43 mit Notl und Sfil ausgeschnitten
und zusammen mit argB aus pSK70 und
pKV45 ligiert

pKV47 rosA(Aal-294) von genom. DNA mit diese Arbeit
Ascl/Pacl-sites amplifiziert in pCR2.1

pKV438 alcA(p)::GFP-rosA(Aal-294) aus pKV47 diese Arbeit
mit Ascl/Pacl in pCMB17apx

pKV49 rosA(Aal-713) von genom. DNA mit diese Arbeit
Ascl/Pacl-sites amplifiziert in pCR2.1

pKV50 alcA(p)::GFP-rosA(Aal-713) aus pKV49 diese Arbeit
mit Ascl/Pacl in pCMB17apx

pKV51 nosA (ATG-kurz vor Stopp) in pENTR/D diese Arbeit
TOPO

pKV52 alcA(p)::nosA-sgfp, argB, nosA aus pKV52 diese Arbeit
per GATEWAY in pMT-sGFP

pKV57 alcA(p)::GFP-rosA(Aal-642); pKV50 mit  diese Arbeit
Pstl geschnitten, religiert

pKV58 alcA(p)::GFP-rosA(Aal-449);, pPKV50 mit  diese Arbeit
Bglll geschnitten, religiert

pKV59 rosA(As 1-80) mit Ascl/Pacl-sites diese Arbeit
amplifiziert in pCR2.1 TOPO

pKV60 rosA(As 1-80) mit Ascl/Pacl in diese Arbeit
pCMB17apx

pKV68 rosA(As 294-449) mit Pacl-sites diese Arbeit

amplifiziert in pCR2.1 TOPO
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Plasmid/ Beschreibung Referenz

Cosmid

pKV69 stuA(NLS) mit Ascl/Pacl-sites amplifiziert  diese Arbeit
in pCR2.1 TOPO

pKV71 alcA(p)::GFP-stuA(NLS), stuA(NLS) aus diese Arbeit
pKV69 mit 4scl/Pacl in pCMB17apx

pKV72 alcA(p)::GFP-stuA(NLS)-rosA(294-449), diese Arbeit
pyrd rosA(294-449) aus pKV68 mit Pacl
in pKV71

4.2 Priaparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation der Plasmid-DNA wurde in 2 ml Ansdtzen wie bei Sambrook (1989)
beschrieben oder durch das Wizard™ Miniprep System (Promega, Madison, WI, USA)
durchgefiihrt. Um Plasmid-DNA aus 100 bis 500 ml Ansdtzen (Midi- und Maxiprep) zu
isolieren, wurde alkalische Lyse nach der Methode von Sambrook ef al. (1989) verwendet.
Eine weitere Aufreinigung erfolgte durch Phenol/Chloroform-Extraktion. Wenn ein hdherer
Reinheitsgrad erreicht werden sollte, wurden die groBen Ansétze mit Nucleobond AX100
oder AX500 der Firma Macherey-Nagel (Diiren) aufbereitet und gereinigt. Die Plasmid-DNA
Konzentration wird durch Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm in einem Photometer
(Gilford, Response) in Quarzkiivetten bestimmt. Ein AAjs von 1 entspricht einer
doppelstrangigen DNA-Konzentration von 50 pg pro 1 ml (Sambrook et al., 1989). Zur
groben Abschitzung der DNA-Konzentration wurde die Intensitdt der DNA-Bande mit der

Markerbande verglichen.

4.3 Isolierung genomischer DNA aus A. nidulans

Um Myzel aus sporenbildenden 4. nidulans Stammen zu gewinnen, wurden 20 ml MM mit
einer Impfose voll Sporen in einer Petrischale angeimpft und fiir 12-15 h bei 37°C wachsen
gelassen. Das Myzel wurde mit einem Spatel vom Medium getrennt und zwischen
Papiertiichern trockengepref3t. Die anschlieBende Reinigung des Myzels erfolgte mittels des
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden). Um die Qualitdt und die Ausbeute der genomischen
DNA zu testen, wurde ein 1%iges Agarosegel mit 5 pl der DNA-haltigen Losung beladen.
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4.4 DNA Restriktion, Gelelektrophorese und Isolierung aus Agarosegelen

Es wurden, soweit im Text nicht anders angegeben, Restriktionsverdaue mit 20 pl
Gesamtvolumen angesetzt, die 0,5 pl oder 1 bis 20 U/ul Restriktionsenzym enthielten.
Inkubiert wurde fiir eine Stunde in den vom Hersteller angegebenen Puffern, mit empfohlener
Pufferkonzentration. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde es gemdfl den Herstellerangaben
erhitzt.

Die DNA-Fragmente wurden in 1%igen Agarose-Gelen (Sambrook, 1989) in TAE-
Puffer aufgetrennt (40 mM Tris/Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA). Als Groenmarker wurde A-
DNA verwendet, die zuvor mit Ecol30l geschnitten worden war. Die Gele wurden 15
Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ul) gefarbt, die DNA-Banden unter UV-Licht
bei 302 nm nachgewiesen und mit einem Videoprinter aufgenommen.

Wenn DNA-Fragmente aus Gelen isoliert werden sollten, wurden 0,8%ige "low
melting" Agarosegele mit DNA beladen. Die DNA-Fragmente wurden durch
Gelelektrophorese in einem TAE-Agarosegel getrennt und in Ethidiumbromidldsung geférbt.
Die zu isolierende Bande wurde unter UV-Licht ausgeschnitten und entsprechend der
Vorschrift des Wizard™ PCR Preps DNA Purification System (Promega, Madison, WI,
USA) prépariert. Alternativ wurde die DNA in gewohnlichen Agarosegelen aufgetrennt und
mit dem QIAEX II Gelextraktionssystem (Qiagen, Hilden) isoliert. Weitere Alternative war
die ,,Freeze squeeze™ Praparation. Die zu priparierende Bande wurde ausgeschnitten und 10
min bei —20°C auf Parafilm eingefroren. Das Gelstiick wurde zwischen den Fingern aufgetaut

und ein DNA-haltiger Tropfen in ein Eppendorfcup tiberfiihrt.

4.5 Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten und Sequenzierung

Bei der Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten wurden jeweils 3-5 pg Vektor- und
Insert-DNA verdaut. Der Vektor wurde nach dem Verdau mit SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) dephosphoryliert. AnschlieBend wurden die Restriktionsfragmente auf einem
low-melting Agarosegel wie oben beschrieben gereinigt und die zu isolierenden Banden
ausgeschnitten und nach dem Wizard™ PCR Preps DNA Purification System (Promega,
Madison, WI, USA) in 100 pl TE eluiert. Die Insert-DNA wurde mit EtOH gefallt und in
Vektor-DNA-Losung, die ca. 50 ng DNA enthielt, resuspensiert. Zur Bestimmung der
Konzentrationen der Vektor- und Insert-DNA wurden 10 ul auf einem 1%igen Agarosegel

aufgetragen und die Konzentrationen im Vergleich zu den Markerbanden abgeschétzt.
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Ligationen wurden mit der T4 Ligase (NEB, Frankfurt) bei 16°C iiber Nacht in einem
Volumen von 15 pl durchgefiihrt. Fiir die Ligation kohesiver Enden lag das Verhiltnis von
Vektor zu Insert meistens bei 1:2-3. Fiir Religationen wurde ein groBeres Ligationsvolumen
(100 pl) gewdhlt und die Dephosphorylierung und die Behandlung des Inserts ausgelassen.
Zur direkten Klonierung von PCR-amplifizierten ,blunt-end Fragmenten wurden die
Oligonukleotide mit einer Polynukleotid Kinase nach Angaben des Herstellers phosphoryliert.
Zum Anfiigen von Restriktionsschnittstellen wurden diese in das Oligonukleotid integriert, so
dass die PCR-Produkte unmittelbar geschnitten werden konnten. Alternativ wurden PCR-
Fragmente mit dem TOPO Cloning Kit der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) nach den
Angaben des Herstellers kloniert.

Sequenzierungen von den DNA-Fragmenten wurden durch einen kommerziellen

Anbieter (MWG Biotech, Ebersberg) vorgenommen.

4.6 Gateway-LR-Rekombinationsreaktion

Fiir die LR-Rekombinationsreaktion wurden 300 ng pENTR-Vektor und 300 ng Destination-
Vektor eingesetzt. Beim FEinsatz mehrerer Destination-Vektoren in einer LR- Reaktion
wurden die Vektoren in gleichen molaren Verhéltnissen zueinander eingesetzt. Die LR-
Rekombinationsreaktion wurde nach den Angaben des Herstellers mit dem LR-
Rekombinationsmix ,,Gateway LR Clonase™ ™ Enzyme Mix“ der Firma Invitrogen (Karlsruhe)
durchgefiihrt (Toews, et al., 2004).

4.7 PCR

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde mit Taq-, Pfx-, Pvu- oder Expand-Polymerasen
von Amersham oder Gibco nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die PCR der DNA-
Fragmente, welche fiir die Herstellung der pENTR-Vektoren amplifiziert wurden, wurde mit
der Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) nach
Hersteller-Angaben durchgefiihrt. Die Oligonukleotide von MWG (Biotech GMBH,
Ebersberg) oder Sigma-Genosys (Steinheim) wurden mit einer Konzentration von 10 pmol
(25 bzw. 50 pl) eingesetzt. Es wurden 0,2-20 ng genomische DNA bzw. 10 ng Plasmid-DNA
pro Ansatz verwendet. Die PCR Reaktionen wurden mit einem Rapid Cycler der Firma Idaho
Technologie (Hirschmann Instruments GmbH, Neurid) durchgefiihrt, dessen Programme

entsprechend der Anforderung in Polymerisationsdauer und Annealingtemperatur variierten:
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Denaturierungstemperatur: ~ 95°C

Polymerisationstemperatur: 68 bis 72°C (je nach Polymerase)

Zum Anfiigen von Restriktionsschnittstellen an PCR-Fragmente wurden zunichst 2-4 Zyklen
mit einer Annealingtemperatur 5° - 10°C unter der Schmelztemperatur der Oligonukleotide
durchgefiihrt.

Sporen-PCR

Da die Extraktion von DNA aus filamentosen Pilzen fiir PCR-Analysen gewdhnlich
zeitaufwendig konnen Konidien von A4. nidulans ohne vorherige DNA-Isolation direkt fiir
PCR-Analysen eingesetzt werden. Hierzu werden Sporen frisch gewachsener Kolonien (zwei
Tage bei 37°C) in einem kleinen Volumen (5-10 pl) sterilen Wassers mit der Pipettenspitze

aufgenommen und in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Die Sporen wurden fiir 15-20 min bei —

80°C tiefgefroren und fiir die PCR (1-2 pl/Ansatz) verwendet.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide. Eingefiigte Schnittstellen wurden durch Unterlegung kenntlich

gemacht

Bezeichnung Sequenz in 5" — 3" Richtung

RosA-5" TACCTCGAGCACCTGTCGCAGATATCTGG

RosA-3’ GCCCTCGAGAAATATTAAAGCAGAAGATAGTGCC

RosA-for-Ascl
RosA-long-rev-Pacl
RosA-80-aa-rev
RosA-300-aa-rev
RosA-294aa-for-Pacl
RosA-449aa-rev-Pacl
RosA-revl
RosA-rev2
StuA-NLS-for-Ascl
StuA-NLS-rev-Pacl
Primerl

Primer2

nos.intl

nos.int2
NosA-Kpn-for
NosA-intseq-rev2
NosA-GW-ORF-for
NosA-GW-ORF-rev
nosS

GGCGCGCCCGGGATGTCAGCTCTCGCCGGAC
TTAATTAAGAATGTTTCAGACTCATGTAG
TTAATTAACTATCGGTATTCGCAGCTGAC
TTAATTAATTAGTCGACAAAGTGATAGAGTAG
TTAATTAAGGACAATGTCCTCCGGCTG
TTAATTAATCATCCGAGCATTGTGGCACC
CCAGATAGAAAGATAGTGGTC
GGTTTCGCTGATGGGACCGCACG
GGCGCGCCGCGCTACGGCCAAGGC
TTAATTAATTGCTGCAGCCCAAGAG
CCCAGCTCGACCATGCCG
GAAATATTAAAGCAGAAGATAGTGCC
CCTGAGTTCGAATATGGC
CAGGGCTTGGCATAGTTG
GGTACCCGACGTCTTGAGATACAATC
CAGGGCTTGGCATAGTTG
CACCATGCCGGCAGCACCGAGA
AAGAAGAAGGTAGTTCCAACC
TCGGTACATCTAGGACAGCC
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Bezeichnung Sequenz in 5" — 3’ Richtung

nosAS5-5fil TGGTGGCCATCTAGGCCTGTAATAAACGGCCGATTCAG
nos3 CCCACATAGATGTGAGGTTG

nosA3-5fil AATAGGCCTGAGTGGCCCGTATGCTTCGCTTCTTAATG
NosA-nested-for TCGGTACATCTAGGACAGCCAGA

NosA-nested-rev CCAGCCGTATCACTTGTCCATCTAT

alcAl CGCTATGATGGGTCACTGGCC

arg3’ GACTCT CCT CATTCC ATAC

arg5’ CTGAGAAATGATTCGTGAATG

veA Anfang for CTT TCC TTG AAT TGC CTT TCG

veA Anfang rev GAT GTT CAA TTC AAT GAC TGG

4.8 Transfektion von E. coli

Fiir die Klonierungen mit dem pCR2.1-TOPO-Vektor wurden chemisch kompetente Zellen
verwendet. Es wurden dazu Zellen des E. co/i-Stamms TOP10F der Firma Invitrogen (Leek,
Niederlande) benutzt.

Fiir die Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli wurden Ubernachtkulturen
(ca. 12 Std.; ODgoo 0,5 — 0,8) zentrifugiert und die Zellen wiederholt bei niedrigen
Temperaturen (2°C) mit destilliertem Wasser (Quarzdest) gewaschen, wie bei Ausubel et al.
(1992) beschrieben. Die Zellen wurden in einer 10%igen Glycerinlosung resuspendiert und
bei -80°C bis zur Verwendung eingefroren. Fiir eine Transfektion wurde Plasmid-DNA durch
Elektroporation (Gene-Pulser, BioRad) in elektrokompetente Zellen des E. coli Stammes

XL1-Blue (Stratagene; La Jolla, USA) iibertragen.

4.9 Transformation von A. nidulans

Fiir die Transformation von A. nidulans (Yelton et al., 1984) wurden 500 ml MM mit etwa
10° Konidien inokuliert. Die Pilzsuspension inkubierte je nach Stamm fiir 12-15 Stunden bei
30°C auf einem Schiittler (300 rpm). AnschlieBend wurde das Myzel durch GieBen auf eine
sterile Miracloth Membran filtriert und mit Myzel Waschlosung (MWL) gewaschen. In 5 ml
osmotischem Medium (OM) wurde das Myzel resuspendiert und nach Zugabe von 1 ml
Glucanex (150 mg/ml)(GeWe, Bad Kreuznach) fiir fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 0,5 ml Albuminlosung (12 mg/ml) sowie eine einstiindige Inkubation

bei 30°C unter vorsichtigem Schiitteln (100 rpm). Von da an wurden die Protoplasten auf Eis
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weiter bearbeitet. Nach mikroskopischer Kontrolle der Protoplasten wurden sie durch
Gradientenzentrifugation vom restlichen Myzel getrennt, indem die Myzelsuspension mit 10
ml Uberschichtungs-Puffer (UP) vorsichtig iiberschichtet und 15 Minuten bei 5000 rpm in
einem HB-6 Ausschwingrotor (SORVALL, Bad Homburg) zentrifugiert wurde. Die
Protoplastenbande, die sich an der Phasengrenze gebildet hatte, wurde mit einer
Pasteurpipette vorsichtig abgenommen. Zu der Suspension wurde das gleiche Volumen
Sorbitol-Tris-Calcium Puffer (STC) zugegeben und fiir 8§ Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert.
Anschlieend wurde das Protoplastenpellet zweimal mit je 10 ml STC gewaschen und unter
den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wurde in 0,5 ml STC
resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe einer Helber-Zdhlkammer (Firma W. Schreck,
Hotheim) bestimmt. Aus einem 500 ml Kulturansatz konnten mit dieser Methode im
Durchschnitt 1x107 Protoplasten gewonnen werden.

Fiir einen Transformationsansatz wurden etwa 10° Protoplasten in 100 ul STC
aufgenommen. Zu den Protoplasten wurden 5-10 ug DNA (in 100 ul STC gelost) zugegeben
und 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 2 ml
Polyethylenglykol-Losung (PL) und eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur fiir 20
Minuten. Nach Zugabe von 8 ml STC wurde je 1 ml auf 0,6 molaren KCI-Platten vorsichtig
verteilt und fiir 3-5 Tage inkubiert.

Losungen fiir die Aspergillus-Transformation:

MWL (Myzel Wasch Losung): 0,6 M MgSOy (autoklaviert und bei 4°C gelagert)

OM (Osmotisches Medium): 1,2 M MgSO4; 10 mM Na,POy4-Puffer pH 5,8
(sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert)

UP (Uberschichtungs Puffer): 0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris/HCI1 pH 7,0 (autoklaviert

und bei 4°C gelagert)

STC (Sorbitol-Tris-Calcium Puffer): 1,2 M Sorbitol; 10 mM Tris/HCI; 10 mM CaClyp,
pH 7,0 (autoklaviert und bei 4°C gelagert)

PL (PEG-Losung): 60 % Polyethylenglykol 4000; 10 mM CaClp,
10 mM Tris/HCI pH 7,0 (15 min bei 100 °C
sterilisiert, bei 4°C gelagert)
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4.10 DNA-DNA-Hybridisierung (Southern-Blot)

Die Southern-Blot-Analysen wurden mit radioaktiv markierten Sonden, mit [o-*P]-dATP
durchgefiihrt, die nach Angaben des Herstellers hergestellt wurden. Die DNA wurde mit
einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine neutrale Nylonmembran transferiert.
AnschlieBend wurde die Membran priahybridisiert, mit der Sonde hybridisiert und bei 68°C
stringent mit den von Boehringer Mannheim angegebenen Losungen gewaschen. Die

Detektion erfolgte mittels Autoradiographie.

4.11 Isolierung von Gesamt-RNA aus A. nidulans

Zur Isolierung von entwicklungsspezifischer RNA der asexuellen Entwicklung, wurde das
Myzel einer Fliissigkultur auf eine Miracloth-Membran gefiltert und dann auf
Agarmediumsplatten deponiert. Zu definierten Zeitpunkten wurde das Myzel geerntet und in
fliissigem Stickstoff eingefroren und in einem Morser pulverisiert. Zur Isolierung von
entwicklungsabhingiger RNA der sexuellen Entwicklung wurde Einmachhaut (Ostmann,
Bielefeld) passend zugeschnitten, in H,O autoklaviert, auf Agarplatten aufgebracht und mit
Suspensionen von ca. 10° Konidiosporen beimpft. Die bewachsenen Einmachhéute wurden zu
definierten Zeitpunkten abgezogen, eingefroren und pulverisiert. Zur Isolierung von RNA aus
Fliissigkulturen wurden Sporen in Erlenmeyerkolben auf Schiittlern (300 rpm) inkubiert. Das
Myzel wurde anschlieBend filtriert, trockengepresst und in fliissigem Stickstoff gemorsert.
Aus den so aufgeschlossenen Zellen wurde die RNA mit TRIZOL (Gibco) entsprechend den
Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde zunéchst in 20 —50 pul DEPC- H,O gelost
und 20 U RNase-Inhibitor (Promega, Mannheim) zugegeben. Nach Bestimmung der RNA-
Konzentration in einem Photometer (Pharmacia LKB - Ultrospeclll) wurde die RNA mit

DEPC- H,0 auf einen Wert von 1 pg/ul eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

4.12 DNA-RNA-Hybridisierung (Northern-Blot-Analyse)

Die Northern-Blot-Hybridisierung erfolgte nach der Beschreibung von Sambrock et al.
(1989). Die RNA wurde mit Formamid und Formaldehyd denaturiert. AnschlieBend wurden
10 pg pro Spur auf ein denaturierendes Formamid/Formaldehyd-Gel aufgetragen und nach

Gelelektrophorese wurde die RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Biodyne Plus,
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Pall, Ann Arbor, MI, USA) transferiert. Zur Kontrolle der Qualitdt der aufgetragenen RNA
wurde die Membran mit Methylenblau (0,03 %) gefarbt. Nach Waschen mit H,O blieb nur die
RNA angefirbt. Mit Hilfe eines RNA-Markers der Firma MBI-Fermentas (St. Leon-Rot)
wurde die Gro3e der RNA-Banden bestimmt. Die Dokumentation erfolgte durch eine digitale
Kamera (Olympus CAMEDIA Digital Camera C2500L). AnschlieBend wurde die Membran
vollsténdig mit Entfarbelosung (1 % SDS, 1 x SSC) entfarbt. Die Prahybridisierung (min. 1
Std.) und Hybridisierung (16 —20 Std.) erfolgte bei 42°C in Hybridisierungslosung mit 50 %
Formamid. Das Waschen der Membranen erfolgte mit unterschiedlicher Stringenz bei 60 —
65°C. Es wurde zwischen den einzelnen Schritten mit einem Geiger-Miiller-Zahler die
verbliebene unspezifisch an die Membran gebundene Aktivitidt abgeschétzt und notigenfalls
stringenter gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Autoradiographie, wobei Filme von
Kodak (Rochester, NY, USA) oder Fuji (New RX, Fuji, Japan) gebraucht wurden. Die
Herstellung der DNA-Sonden erfolgte mittels Random Priming mit Hexamer-Primern, dabei

wurde der synthetisierte DNA-Strang mit [o-"2P]-dATP markiert.

4.13 cDNA-Synthese

cDNA wurde mit Hilfe des SMART™ cDNA Synthesis Kit (Clontech) hergestellt. Fiir die
Erststrangsynthese wurden je 2 pg Gesamt-RNA verwendet. Die RNA wurde in 3 ul H,O
aufgenommen, mit je 1 pl SMART und CDS Oligonukleotid (je 10 uM) vermischt und zwei
Minuten bei 70°C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT abgekiihlt, 2 pl 5x Puffer, 1
pul DTT (20 mM), 1 pl ANTP (10 mM) und 200 U Reverse Transkriptase (Superscript III,
Invitrogen) zugegeben. Die Erststrangsynthese wurde eine Stunde bei 42°C durchgefiihrt, der
Reaktionsansatz anschlieBend mit TE auf 50 ul aufgefiillt.

4.14 Konstruktion von DNA-Plasmiden

Klonierung des rosA4-Deletionskonstruktes (pKV18)

Das rosA-Deletionskonstrukt pKV18 wurde aus dem Subklon des rosA4 in den Vektor pKS’
konstruiert. Der Subclon pKVI15 wurde mit EcoRI/BamHI gedffnet. Dabei wurde ein
Grofteil des rosA-ORF und ein Teil des Promoters entfernt (es verbleiben nur ca. 100bp vor
dem Stoppcodon aus dem urspiinglichen ORF). Der Auxotrophiemarker argB wurde mit

EcoRl/BamHI aus dem Plasmid pHW augeschnitten und mit dem gedffneten Vektor ligiert.
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Vor der Transformation in den Stamm SRF200 wurde das KO-Konstrukt mit Kpnl/Xbal

linearisiert.

Klonierung des rosA-Uberexpressionskonstruktes (pKV12)

Der ros4-ORF wurde mit den Oligonukleotiden RosA-5" und RosA-3" (70 bp vor dem ATG
bis zum Stoppcodon) von genomischer DNA mit der Expand-Polymerase (Roche,
Mannheim)amplifiziert. Beide Oligonukleotide enthalten eine angehéngte Xhol-Schnittstelle.
Das PCR-Produkt wurde zuerst in den pCR2.1 Vektor kloniert (pMS51), und nach der
Sequenzierung mit X%ol in den Uberexpressionsvektor pKV8 kloniert. Dieser Vektor trigt
den induzierbaren alcA-Promotor und den Auxotrophie-Marker argB. Das rosA-

Uberexpressionskonstrukt pK V12 wurde in den Stamm RMS011 transformiert.

Klonierung der gfp-rosA Konstrukte (pKV48, pKV50, pKV57, pKV358, pKV60)

Fiir die N-terminale Fusion von RosA an GFP wurde der 7os4 ORF (mit dem ATG beginnend
bis ca. 750 bp nach dem Stopp-coden) mit der Pfu Ultra Polymerase (Stratagene, La Jolla,
CA) von genomischer DNA mit den Oligonukleotiden RosA-for-4scl und RosA-long-rev-
Pacl amplifiziert, 30 min. mit Taq Polymerase inkubiert, und in den Vektor pCR2.1 kloniert
(pKV49). Nach der Sequenzierung wurde der rosA-ORF duch schneiden mit Ascl und Pacl
ausgeschnitten un in den Vektor pCMBI17apx hinter ein GFP, welches hinter dem
induzierbaren alcA-Promotor liegt, kloniert (pKV50). Die beiden verkiirzten Konstrukte
pKV57 und pKV58 wurden durch schneiden und religieren von pKV50 mit Pstl (642
Aminoséuren, pKV57), bzw. Bglll (449 Aminosduren, pKV58) erzeugt. Im Konstrukt pKV57
werden so zusétzlich 33 Aminosduren im Polylinker des Vektors translatiert bis zu einem
Stoppcoden; im pKV58 sind es 18 Aminosduren.

Das ganz kurze RosA-Konstrukt (80 Aminosduren, pKV60) entstand durch Klonierung eines
kleinen Amplifikates (Oligonukleotide RosA-for-4scl und RosA-80-aa-rev) in den Vektor
pCMB17apx. Fiir das kurze RosA-Konstrukt (294 Aminosduren, pKV48) wurden die
Oligonukleotide RosA-for-4scl und RosA-300-aa-rev im selben Prozedere benutzt. Beide

reversen Oligonukleotide hatten eine zusitzliche Pacl-Schnittstelle und ein Stoppcodon.
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Klonierung des gfp-stuA-rosA(294-449) Konstruktes und der Kontrolle (pKV71, pKV72)

Fiir die Fusion der stuA-Kernlokalisierungsdoméne mit dem mittleren Teil von ros4 (As 294-
449) wurde zuerst der C-terminale Bereich von stu4 mit den Oligonukleotiden StuA-NLS-
for-Ascl und StuA-NLS-rev-Pacl amplifiziert und in den Vektor pCR2.1 kloniert (pKV69).
Von dort wurde das StuA-NLS-Frangment mit Ascl/Pacl in den Vektor pCMB17apx kloniert
(pKV71). Dieser Vektor diente als Kontrolle. Die Region von Aminosdure 294 bis 449 von
RosA wurde mit den Oligonukleotiden RosA-294aa-for-Pacl und RosA-449aa-rev-Pacl
amplifiziert und in den Vektor pCR2.1 kloniert (pKV68). Das Oligonukleotid RosA-449aa-
rev-Pacl hat zusétzlich zur angehéngten Pacl-Schnittstelle noch ein Stoppcodon. Von dort

wurde das Fragment mit Pacl in den Vektor pK'V71 kloniert (pKV72).

Klonierung des nos4-Deletionskonstruktes (pKV46)

Das DNA Fragment, das die 5-Flanke von nosA darstellt, wurde mit Tag-Polymerase und
den Oligonukleotiden nosA5 und nosA5-Sfil amplifiziert und in den pCR2.1 TOPO-Vektor
kloniert (pKV45). Die3’-Flanke wurde mit Tag-Polymerase und den Oligonukleotiden nosA3
und nosA3-Sfil amplifiziert und ebenfalls in den pCR2.1 TOPO-Vektor kloniert (pKV43).
Der an die Oligonukleotide angehdngte Sfil Schnitt der beiden Flanken unterscheidet sich in
der Sequenz der mittleren 5 Nukleotide und ist nicht palindromisch. So konnen beide
Fragmente gleichzeitig mit dem Selektionsmarker, der mit Sfil Schnitten flankiert ist,
zusammenligiert werden. Das Plasmid pSK70, mit dem argB-Gen, wurde mit Sfil und die
Plasmide pKV43 und pKV45 mit Sfil und Notl geschnitten. Das Plasmid pKV45 wurde dann
mit SAP dephosphoryliert. Diese Fragmente wurden miteinander ligiert und zirkularisierten
zum Vektor pKV46. Die drei ligierten Fragmente wurden mit den Oligonukleotiden NosA-
nested-for und NosA-nested-rev amplifiziert und als lineares Konstrukt in den Arginin-
auxotrophen A. nidulans Stamm SRF200 transformiert. Die homologe Integration des linearen
Fragments entfernte den kompletten ORF von nosA. Diese Methode der Gendeletion ist an

(Kémper, 2004) angelehnt.

Klonierung des nos4-gfp Konstruktes (pKV52)

Der nosA-ORF wurde mit den Oligonukleotiden NosA-GW-ORF-for und NosA-GW-ORF-

rev (ca. 50 bp vor dem ATG und kurz vor dem Stoppcodon) mit der Phusion-Polymerase
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(Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) amplifiziert und den Vektor pENTR/D-TOPO kloniert
(pKV51). Das 5’-Oligonukleotid hat zusétzlich die 4 Basen CACC angehingt, die eine
orientierungsgerichtete Klonierung zuldsst. Nach der Sequenzierung wurde der nos4-ORF
mittels einer LR-Reaktion (siche 4.6 Gateway-LR-Rekombinationsreaktion) in den Vektor
pMT-sGFP (Toews, et al., 2004) eingebracht.

5. Mikroskopische Methoden

5.1 Priparation von A. nidulans fir die Hellfeld-, Interferenz-, und
Phasenkontrastmikroskopie

Untersuchung von Konidiophoren und Hyphen

Sterile Objekttrager wurden mit einem diinnen Film Vollmedium (+1 % Agarose)
iiberschichtet und auf zwei Glasstibe in eine Petrischale transferiert. Nachdem der
Objekttrager punktféormig mit Mycel inokuliert worden war, wurde das Gefall bis zur

Unterkante des Objekttragers mit CM befiillt und bei 37°C inkubiert.

Untersuchung von Keimlingen

Eine kleine Petrischale wurde mit CM befiillt und ein steriles Deckglas (24 x 40 mm)
eingebracht. Nach Inokulation mit einer Impfose voll Sporen wurde die Petrischale bei 37°C
fiir 6 — 8 h inkubiert. AnschlieBend wurde das Deckglas mit den Keimlingen aus der Schale

genommen und mit dem Axiovert-Mikroskop (Zeiss, Jena) untersucht.

5.2 Epifluoreszenzmikroskopie

Alle Epifluoreszenzbeobachtungen und Fotos wurden an einem Zeiss Axiophot, das mit
einem 63er und 100er Plan-ApoChromat-Olimmerersionsobjektiv (Zeiss, Jena) ausgestatet
war, durchgefiihrt. Zur Bildaufnahme diente die zeitlich und rdumlich hoch auflésende CCD
Kamera von Hamamatsu (ORCA ER) mit optionalem RGB Modus. Bei der UV-Lampe
handelte es sich um eine Osram HBOS50 Quecksilberdampflampe. Gegebenenfalls wurden die
Aufnahmen mit der Bildbearbeitungssoftware von Adobe (Adobe Photoshop 6.0) in
Helligkeit und Kontrast iiberarbeitet.
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Tabelle 9: Filterzusammensetzung

Fluoreszenzfarbstoff Erregerfilter Farbteiler Sperr-Filter
. . (Bandpassfilter) [nm] (Langpassfilter)
(Filterset Zeiss) [nm] [nm)]
DsRed (15) 546 580 590
GFP  (09) 450 —490 510 520

5.3 Praparation von A. nidulans fir die Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die Fixierung des Myzels wurde eine auf einer CM-Platte gewachsene Kolonien mit dem
Agar ausgeschnitten und in einer 5%-igen Glutaraldehydldsung zwei Stunden fixiert. Nach
mehreren Waschschritten mit Wasser tiber zwei Stunden wurden die Proben in
Ethylenglykolmonoethylether transferiert und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachdem sie in wasserfreiem Aceton iiber zwei Stunden mehrfach gewaschen worden waren,
erfolgte eine Kritisch-Punkt-Trocknung (Polaron E3000, Balzers Union, Lichtenstein). Die
getrockneten Proben wurden mit Hilfe von Klebeplattchen (Leit-Tabs, Plano, Marburg) auf 15
mm kleine Objektteller (Hitachi, Japan) geklebt und mit einem Sputter-coater (Typ 07120-A,
Balzers Union, Liechtenstein) vergoldet. Die Untersuchungen wurden mit einem
Rasterelektronenmikroskop (S-530, Hitachi, Japan) durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit
Agfapan APX25 Film (Agfa-Gevaert AG, Leverkusen) gemacht.

6. In der Proteom-Analyse verwendete Methoden

6.1 Kultivierung der Stimme

Die Staimme FGSC A4 (Wildtyp), SKV32 (AnosA) und SKV49 (AnsdD) wurden jeweils auf
einer MM Platte vorkultiviert und eine Sporensuspension in sterilem H,0 hergestellt. Die
Anzahl der Sporen wurde mit Hilfe einer Helber-Zéhlkammer bestimmt, und eine
Sporensuspension mit 10° Sporen/ml erstellt. Die fiir die Kultivierung benétigten
Mediumsplatten wurden mit Minimalmedium gefiillt, und auf den festen Agar wurde zweimal
in Hy0 gewaschene Einmachhaut gelegt. Auf dieser Einmachhaut wurden 100 pl der

Sporensuspension mit einem Drigalski-Spatel gleichmdBig verteilt. Die Einmachhaut
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ermOglicht die Entfernung des Pilzmyzels auch nach mehrtigigem Wachstum vom Medium,
und beeintrachtigt dabei nicht das Wachstum des Pilzes. Die inokulierten Platten wurden mit
Klebeband geschlossen. Dies stimuliert die sexuelle Entwicklung, vermutlich durch die
Erhohung des CO,-Partialdruckes. Die Platten wurden mit Aluminiumfolie umwickelt, um
eine Inkubation in vollstindiger Dunkelheit zu gewéhrleisten, und 48 bzw. 120 Stunden bei
37°C inkubiert.

6.2 Aufschluss des Pilzgewebes

Das Pilzmaterial wurde nach dieser Zeit mit einem Spatel vorsichtig abgekratzt und sofort in
flissigem Stickstoff zwischengelagert. Der mechanische Aufschluss des Materials erfolgte in
einer Kugelmiihlevom Typ Mikro-Dismembrator S (Sartorius, Gottingen) mit 2600 rpm fiir 2
Minuten. Das zerkleinerte Material wurde 1 zu 2 (Gewicht zu Volumen) mit TE-Puffer (10
mM, pH 8) mit dem Proteaseinhibitor PMSF bei 4°C eine Stunde schiittelnd gemischt. Durch
eine schwache Zentrifugation (5000xg, 15 Min.) wurde der Hauptteil der Zelltriimmer vom
Proteinextrakt getrennt. Eine zweite Zentrifugation (12000xg, 1 Std.) trennte den Rest der
Zelltrimmer vom Proteinextrakt. Die Proteinextrakte wurden aliquotiert und bei —80°C

gelagert.

6.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Quantifizierungsmethode beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums von
Coomassie-Brillantblau von 465 nm auf 595 nm nach Bindung an Proteine. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm ist ein Mal} fiir die Proteinkonzentration der Ldsung. Die
Pipettierarbeit bei diesem Test ist gering und die Farbreaktion in 2 min abgeschlossen.
Allerdings findet die Reaktion in saurem Milieu statt, in dem viele Proteine ausfallen.
AulBerdem storen Puffer mit Triton-X-100, SDS und Chaps die Reaktion. Fiir den Test wurde
das Fertigreagenz von Biorad (Miinchen) in einer Verdiinnung von 1:5 eingesetzt. Vor der
Quantifizierung unbekannter Proben wurde immer eine Eichreihe (1-20 pg/ml) mit BSA als
Standardprotein  aufgenommen. Anhand dieser Eichreihe war es moglich die

Proteinkonzentration in den Zellextrakten zu bestimmen.
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6.4 Zweidimensionale Trennung von Proteinen

Diese Technik zur Analyse komplexer Proteinextrakte wurde 1975 von O’Farrell und Klose
zeitgleich  entwickelt (Klose, 1975; O'Farrell, 1975). Die Kombination zweier
unterschiedlicher Trennprinzipien ermdglicht die Auflésung von mehr als 1000 Proteinen auf
einer Fliche von ca. 13 x 14 ¢cm?. In der ersten Dimension, der isoelektrischen Fokussierung,
erfolgt die Trennung der Proteine in einem pH-Gradienten nach dem isoelektrischen Punkt,
wihrend in der zweiten Dimension, der ,,SDS-PAGE®, die Proteine nach ihrer Molekiilmasse
aufgetrennt werden. Bevor die erste Dimension durchgefiihrt werden kann, muss das Protein
in die Gelmatrix der immobilisierten pH-Gradientenstreifen (IPG-Streifen, Amersham
Biosciences, Freiburg) einhydratisieren. Fiir die hier verwendeten Gele (24 cm x 20 cm)
wurden bei anschlieBender Silberfirbung 100 pg Gesamtprotein auf insgesamt 500 pl
Rehydratisierungslosung (375ul bei 18 cm Streifen) aufgefiillt. Fiir die Rehydratisierung
wurden diese 500 pl in die Vertiefungen eines Acrylglasbrettchens pipettiert. Die Streifen mit
einem pH-Gradienten von 4-7 oder 3-10 wurden mit der Gelseite nach unten in die Losung
gelegt. Die Streifen wurden dann vollstindig mit Mineraldl {iberschichtet und mit einer
Glasplatte abgedeckt, um eine Verdunstung der Rehydratisierungslosung und ein
Auskristallisieren des Harnstoffs zu verhindern. Die Rehydratisierung wurde bei RT
ausgefiihrt, bis die komplette Losung in die Streifen diffundiert war, um sicher zu gehen, dass
auch groBe Proteine komplett aufgenommen wurden (ca.18 h). Mit entionisiertem Wasser
wurde der restliche Harnstoff von den Streifen entfernt, und dann zum Abtropfen kurz auf ein
feuchtes Filterpapier gelegt. Jetzt konnten die Streifen mit der sauren Seite zum Pluspol in die
Multiphor II-Apparatur (Amersham Biosciences, Freiburg) gelegt werden. Auf die
Streifenenden wurden mit entionisiertem Wasser befeuchtete Filterpapierstreifen gelegt, um
eventuell vorhandene Salze aufzunehmen. Zusitzlich wurde auf die basische Seite ein
weiterer Filterpapierstreifen gelegt, der mit 500 pl 15 mM DTT getrdnkt war. Nun wurden die
Elektroden auf den mit Wasser getrinkten Filterpapierstreifen befestigt und Mineraldl iiber
die Streifen gegossen. Das Spannungsgerit EPL-35S00-XL (Amersham Biosciences,
Freiburg) wurde auf das in Tab. 5.14 stehende Programm eingestellt und der Lauf bei
konstanten 20 °C ausgefiihrt. Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die Streifen bei -
20 °C zur Lagerung eingefroren. Die fokussierten IPG-Streifen mussten vor dem Einsatz in
der zweiten Dimension &dquilibriert werden, damit die Proteine mdglichst vollstindig in das
SDS-Gel einlaufen. Dafiir wurden die Streifen fiir 15 min. in Losung A und dann fiir 15 min.
in Losung B bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler inkubiert. Fiir die
Auftrennung nach der Molekiilmasse wurden die Streifen mit den fokussierten Proteinen auf

zuvor gegossene 12,5%ige SDS-Gele gelegt. Die Trennung wurde vertikal in der Dodoca
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Kammer (Biorad, Miinchen), oder horizontal mit der mit 2-3 Watt pro Gel bei konstanten 10
°C durchgefiihrt. Der Lauf dauerte ungefdhr 14-16 Std. und wurde beendet, sobald die

Bromphenolblaubande den unteren Rand des Gels erreicht hatte.

Tabelle 10: Rehydratisierungslosung fiir 2D-Gele

Substanzen (Hersteller) Menge Endkonzentration
Harnstoff (Merck) 1,92 ¢ &M

Thioharnstoff (Sigma) 0,61¢g 2M

Chaps (Sigma) 81 mg 25 mM
Pharmalyte pH 3-10 (Amersham) 52,5 ul 1,3%

DTT (Amersham) 17,5 mg 30 mM
Bromphenolblau Spatelspitze

Aqua dest. auf 3 ml auffiillen

Tabelle 11: Programm der isoelektrischen Fokussierung von 24 (18) cm IPG-Streifen

Stufe \4 mA W Vh

1 Gradient 500 1 5 1000

2 500 1 5 2000

3 Gradient 3500 1 5 10000

4 3500 1 5 46000 (35000)
Tabelle 12: Aquilibrierungslésungen fiir 2D-Gele

Substanzen Losung A Endkonz. Losung B Endkonz.
Tris/HCI pH 6,8; 0,5 M 2,5 ml 50 mM 2,5 ml 50 mM
Harnstoff (Merck) 9¢g 6 M 6 M
Glyzerin 87% (Roth) 8,6 ml 30% 30%
SDS 10% (Roth) 10 ml 4% 4%

DTT (Amersham) 87,5 mg 23 mM

lodoacetamid (Sigma) 1,125¢g 210 mM
Bromphenolblau Spatelspitze

Aqua dest. ad. 25 ml ad. 25 ml

6.5 Fiarbung der 2D-Gele mit Silber

Bei der Silberfarbung bildet das Ag+-Ion Komplexe mit den Glu-, Asp- und Cys-Resten der
Proteine. Durch alkalisches Formaldehyd wird das komplexierte Ag" zu Ag reduziert. Die
Nachweisgrenze liegt bei ungefdhr 50-100 pg Protein pro Bande. Das Problem bei der
Silberfarbung ist, dass sie nicht quantitativ ist und Proteine nicht spezifisch anférbt, sondern
auch Nukleinsduren, Lipide, Liposaccharide und Glykolipide. AuBlerdem sind silbergeférbte
Proteine kaum weiteren Analysen zugénglich. Trotzdem wird diese Farbung wegen der hohen
Sensitivitdt sehr hdufig fiir qualitative Analysen verwendet. Die Férbeprozedur dauerte
ungefdhr 3-4 Std.. Zuerst wurden die Gele fiir 1 h mit einer Fixierungslosung behandelt und

dann 2 x 20 min. mit 50% Ethanol gewaschen. Als nichstes folgte die 1 miniitige
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Sensitivierung mit Na,S,0;. Das Natriumthiosulfat wurde durch waschen mit entionisiertem
Wasser (3x) wieder entfernt und die Gele fiir 20 min in der Silberfarbelosung inkubiert. Das
iiberschiissige Silber wurde dann wieder in drei kurzen Waschschritten mit entionisiertem
Wasser entfernt. Nun wurden die Gele mit einer K,CO;-Losung entwickelt. Diese Reaktion
wurde mit 1% Glyzin kurz abgestoppt und der restliche Entwickler durch kurzes Waschen mit
entionisiertem Wasser entfernt. In einem zweiten Abstoppschritt wurden die Gele fiir 10-30
min. in 1% Glyzin gegeben und zum Schluss ebenfalls fiir 30 min in entionisiertem Wasser
gewaschen. Die gefarbten Gele wurden in Plastikfolie eingeschweifit, gescannt und bei 4 °C

gelagert.

Losungen fiir die Silberfirbung:

Sensitivierungslosung: 0.02 % Na,S,03 5 HO0 (0,2 g/)
Waschlosung: 50 % vergillter Ethanol
Stopplosung: 1% Glyzin

Tabelle 13: Fixierlosung fiir die Siberfirbung

Substanzen Menge immer frisch ansetzen
Verg. EtOH 500 ml
Eisessig 120 ml
Formaldehyd 37% 0,5 ml
Aqua dest. 380 ml

Tabelle 14: Silberfirbelosung

Substanzen Menge 4-5 x verwendbar, im Dunkeln
lagern

Silbernitrat 2¢g

Formaldehyd 37% 0,75 ml

Aqua dest. ad1 L

Tabelle 15: Entwicklungslosung fiir die Silberfirbung

Substanzen Menge immer frisch ansetzen
Na,COs 60 g

Eisessig 4 mg

Formaldehyd 37% 0,5 ml

Aqua dest. ad. 1 L




I11. Material und Methoden 40

6.6 Fiarbung der 2D-Gele mit colloidalem Coomassie-Blau

Coomassie ist ein Triphenylmethan und farbt unspezifisch fast alle Proteine. Dieser Farbstoff
wird auch beim Bradford-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung
verwendet. Der Detektionsbereich dieser Farbung liegt bei 10 ng -1 pg. Damit ist die
colloidale Coomassiefidrbung schwécher als die Silberfirbung, aber sensitiver als die
herkdmmliche Comassiefarbung. Der Vorteil dieser Farbung ist, dass die Proteine ohne
Probleme im MALDI-TOF analysiert werden konnen. In dieser Arbeit wurde der Farbstoff
Coomassie BrilliantBlue G-250 (Serva, Heidelberg) eingesetzt, um Proteine in der ,,SDS-
PAGE*" sichtbar zu machen. Zuerst wurden die Gele 1-2 Stunden fixiert. Die Fixierl6sung
wurde durch zweimaliges Waschen (jeweils 15 min.) mit entionisierten Wasser entfernt. Die
Gele wurden iiber Nacht in einer Glasschale mit Féarbelosung langsam schiittelnd inkubiert.
Die Gele waren dabei gut mit Fliissigkeit bedeckt. Am néchsten Tag wurde die Farbelosung

durch Waschen mit 20%igen Methanol (2x 10 min.) entfernt.

Losungen fiir die Coomassie-Farbung:

Losung Fixierer: 40% EtOH (vergillt), 10% Eisessig
ccB: 5 g BrilliantBlue G-250 in 100 Aqua dest. 16sen
ceD: 50 g (NH4),SO4

6 ml Phosphosiure 85%
ad. 490 ml Aqua dest.
10 ml Lsg. ccB
Farbung: 200 ml ccD + 50 ml Methanol (frisch ansetzen)

6.7 Farbung der 2D-Gele mit Fluoreszenzfarbstoffen (CyDyes)

Die Detektierung der Proteine mit den CyDyes (Amersham, Freiburg) erfolgte nach einem
anderen Prinzip, als die bisher vorgestellten Firbungen. Wihrend die Silber- und die
Commassie-Farbung nach der Auftrennung der Proteine erfolgte, fand die Markierung der
Proteine mit den CyDyes schon vor der isoelektrischen Fokussierung statt. Der Vorteil dieser
Férbung liegt darin, dass unterschiedliche Proteinproben mit verschiedenen Cy-Farbstoffen
markiert werden konnen und somit gleichzeitig auf einem Gel aufgetragen werden konnen.
AuBerdem haben diese Fluoreszenzfarbstoffe bei der Detektion einen sehr groflen linearen

Bereich, so dass eine Quantifizierung iiber einen groBen Bereich moglich ist. Die Farbstoftfe
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werden in einer Ester-Substitutions-Reaktion kovalent an die Aminogruppe des Lysins von
Proteinen gebunden. Sie haben keinen Einfluss auf den IP der Proteine und stéren auch nicht
die Auftrennung in der zweiten Dimension.

Es wurden jeweils 50 pg Protein mit 400 pmol CyDye markiert. Die Proteine werden
einfach mit der entsprechenden Menge des CyDyes gemischt. Die Reaktion erfolgte auf Eis
im Dunkeln. Danach erfolgte die 2D-Gelelektrophorese wie beschrieben. Die Detektion

erfolgte an einem Laserscanner des Types Typhoon (Amersham, Freiburg).

6.8 Identifizierung der Proteine aus den 2D-Gelen

Zur Identifizierung ausgewéhlte Proteine wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze aus
dem Gel ausgestanzt und in eine Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Die Identifizierung erfolgte nach
einem tryptischen Verdau der Proteine mittels MALDI-TOF (matrix assisted laser
desorption/ionization — time of flight). Dies geschah im Labor von Prof. Hecker mit deren

Standardlaborprotokollen.
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IV. Ergebnisse

Der Prozess der sexuellen Entwicklung und seine Regulation im filamentosen Pilz A. nidulans
ist ein gutes Beispiel fiir die Komplexitit eines Vorganges, bei dem morphologische und
genetische Umstrukturierungen in einem Organismus stattfinden. Ziel dieser Arbeit war es,
ein besseres Verstindnis der sexuellen Entwicklung in A. nidulans zu gewinnen, unter
besonderer Beriicksichtigung von Regulatoren, die an diesem Prozess beteiligt sind.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Identifizierung zweier moglicher
Regulatoren, und ihrem Vorkommen innerhalb des Reiches der Pilze. Im zweiten und dritten
Teil der Arbeit erfolgt die molekulare Analyse dieser beiden potentiellen
Transkriptionsfaktoren. Der vierte Teil widmet sich einer umfassenderen Analyse der

sexuellen Entwicklung beruhend auf einem Proteom-Ansatz.

1. Identifizierung zweier prol-ahnlicher Gene

Der Regulator Prol aus Sordaria macrospora hat einen starken Einfluss auf die sexuelle
Entwicklung dieses Ascomyzeten. Bei Mutation, bzw. Deletion des Gens stoppt die
Entwicklung in einem sehr frithen Stadium der Fruchtkérperbildung, reife Perithezien werden
nicht mehr gebildet. Nur noch sogenannte Protoperithezien, Vorldufer der reifen Fruchtkdrper
sind zu finden, in denen die sexuelle Formation von meiotischen Ascosporen noch nicht
begonnnen hat (Masloff et al., 1999).

Bei Datenbanksuchen mit dem Prol Protein als Suchsequenz in der Genomdatenbank
von A. nidulans (Whitehead Institute; http://www.broad.mit.edu
/annotation/fungi/aspergillus/index.html) mittels tBlastN fanden sich interessanterweise zwei
dem Prol sehr dhnliche aus der Gensequenz abgeleitet hypothetische Proteine (die genauen
Werte der Ahnlichkeit sind im Kapitel 1.3, nach Verifizierung der Proteinsequenzen zu
finden). Diese beiden Gene wurden im Verlauf dieser Arbeit im Detail analysiert. Sie wurden
aus den spidter in dieser Arbeit beschriebenen Phénotypen rosA (,.repressor of sexual

development®) und nos4 (,,no sex “‘) genannt.
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1.1 Sequenzbestimmung und Analyse des ersten prol-ihnlichen Gens, rosA4

Zur Verifizierung der Sequenz des in der genomischen Datenbank gefundenen Gens rosA
wurde ein das rosA tragendes Cosmid aus einer Cosmid-Genbank, die dass komplette Genom
von A. nidulans beinhaltet (freundlicherweise von B. Miller zur Verfligung gestellt, Moscov,
Idaho, USA), isoliert. Dies geschah mit Hilfe einer PCR mit Oligonukleotiden, die im 5°-
Bereich und im 3’-Bereich des putativen ORF abgeleitet wurden, um sicherzustellen, dass das
Gen komplett auf dem Cosmid liegt. Ein ca. 6 kb groBes Xbal/Kpnl-Fragment, welches den
rosA ORF beinhaltet, wurde in den Klonierungsvektor pKS™ subkloniert (pKV15). Der ca. 2,1
kb grosse ORF wurde doppelstringig sequenziert (MWG-Biotech), um Fehler in der
genomischen Datenbank auszuschlieBen.

Zur Identifizierung von moglichen Introns wurden Teilfragmente des Gens (jeweils ca.
700-800 bp) mit cDNA des Pilzes als Template amplifiziert, kloniert und sequenziert. Beim
Vergleich von cDNA und genomischer DNA wurden zwei Introns gefunden. Beide liegen im
5’-Bereich des Gens. Das groflere Intron (82 bp) liegt genau an der gleichen Stelle vor dem
Zn(II),Cyse-Zinkfinger, an der auch ein Intron im pro/-Gen von S. macrospora und N. crassa
liegt (siche Abb. 4).

Die beiden Introns im ros4-Gen unterbrechen einen offenen Leserahmen von 2142 bp,
der fiir 713 Aminosduren kodiert. Der Translationsstartpunkt wird bei filamentdsen Pilzen
durch die Kozak-Konsensussequenz 5-CCACCATGGC-3" gekennzeichnet, wobei vor allem
das Adenin bei Position —3 konserviert ist (Gurr et al., 1987). Die das Startcodon von rosA4
umgebende Sequenz lautet 5'-ACACCATGTC-3’, weicht also nur in zwei Basen von der
Kozak-Sequenz ab. Die beiden Introns zeigen beide die Konsensussequenzen an den 5'- und
3’- Seiten, und beinhalten auch beide eine Verzweigungsstelle, die genau mit dem Konsensus
einer speziell fiir Pilze entworfenen Konsensussequenz (RCURAY, (Kupfer et al., 2004))
iibereinstimmen. Diese Verzweigungsstelle ist flir die Ausbildung der Lariat-Struktur beim
Spleifiprozesses der RNA nétig (Reed & Maniatis, 1988).

Eine Vorhersage iiber einen moglichen Transkriptionsstart in dem untersuchten
Bereich 1800 bp vor dem putativen Startcodon konnte nicht getroffen werden. Die benutzten
Computerprogramme [http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html],
[http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter] und [http://promoter.informatik.uni-erlangen.de/]
wurden allerdings nicht speziell fiir die Promotorensuche in Pilzen entwickelt. Zum
Auffinden moglicher Polyadenylierungsstellen wurde der Sequenzbereich nach dem

Stoppcodon auf das eukaryotische Polyadenylierungsmotiv TTATTT hin untersucht. Die
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Sequenz wurde 831 bp hinter dem Translationsende gefunden. Es treten allerdings mehrere
AT-reiche Basenabfolgen im Bereich davor auf, die moglicherweise auch als
Polyadenylierungssignal fungieren, denn bei filamentdsen Pilzen gibt es eine grofle Variation

der Konsensussequenz (Gurr, et al., 1987).

TCTAGATGTTACTGTCGTTTCT TGAAATCATAGCCCTTTACTTCAAGCGGTTGTCGGGGTGAAT CTGGTGAGCCCACGATAAACACACTCCCTGTCCTGACATCAT AAATTGGGGTATCT 120
ACATCCGGGATATTATGAATGGCCTTGTACCATTCCATGGTGCCGGTGT TTAAAAGCGGCAAAGCTTTTTCCATTGACACAACGGAAAATGCCACAGATCGCTTGGCATAGCTGAGATCC 240
ATGCCGGAGAGATTTAGCCCAAGATTGCCGGCGGGGACTACCTATCTTGGGCAGTCTCAGGCGCGTCTCATGCAGAAACGTTGCTAATTATGT TCGAGGGCGC TTAATTGATGTGGAATT 360
GGGCTTGAACCGGGGTAATTAACCTTCATTCAGA AAGAATGTCTAT TAATAGATGCGCACGTCATTTCAGTCTTTGTAGCTCTGTCGTCACTAATTAACTTCTTTCTTGCCGCCTGAACT 480
AGTAGAATTAAGCTGCATTAAGTTCATGATTGACAGTTAAGGGCGTCAATTTTGGGGAATT TAT TGGGGATTGCCAGT GAGCGGCCGCCAGCGAATCAGAGCTTATCAAGGCCTAGATTT 600
ACCGGTTCGGCACGGGCCACTCATTAATTGCTAATCTGTGATTGGT TGATCTTGTGAAAGC GCCAGCAGTGGAGCGCTCCCTGCCAATCTAGTGGCCAGTCGAACCGCTGATGGCTGGAG 720
TTGCTGCCAATCGAGCCTTTAGGACCGAAGCTTGGCATGCACCTCCGTCTGTTCTTTCACAAAGAACCTCCAGGCGAGCGTTTCATCAGTCGC TGGGAGGACTGTAAAGCAAGACAATTT 840
CTGATTC TGAAACATAAATCAGCCAATGATATTGCGAGTTTGTTGAGGT AGGCGACACTAATGATTGCAATCAAGATCGAGTCCCAGCAAAAGAGT CGAAGATGCT CAAGAATCGGTCAG 960
TTTGAGT GAGGAAGTAATTCAAGAGGTGTATTTGATGGAAGAGACAATGATAGCATGGAAGATGAATATCAGATCGAGAGCATTACCCCGGAAATTAGCGAGCACGCATCCAGATGCCGC 1080
ATCCGTGACCTGCTTCGCGGCGCCAACTATGCCC GAACGGGAGCAGGCGCTGACAGGGGACTCGGCACCTCAAGTTCTCAACTTAGTCCGGCCCTGATCATCCCCAGGCACAACCGCCGG 1200
TCAGGATCCAAAATTAGTTTCTTTGTCGGGTTGTCATTCGTCGTTTGCT CCAGATCTGCCCCCCCGCCCGCGCTTCGAGATGCACTCTTCACGCAGCTAACTAGCT CAACCGCCGCATGG 1320
TGGAAAAAATAGAAGCATCAGAGCATGGTGCATTGCTACTTTTGGC TTGATAGGTCTTCATCTC CAAAGATATTAAGAGCATCATGTTCACCACGGCTTCGTTCAGTTGTCTCTTCGACA 1440
GACGGTCTCTCGACACTCGACTCGGCTGTTGCGC TACAACATAACACAACACGACGCGGGACACAGAGAAGGCAGT GAGGACTGCT TGGATATATGGTCATTGTGTCGCGGTACTACGCC 1560
GTTCACCTGTCGCAGATATCTGGACTTGATATTCGTGTCTTCCAGTCAAGT CGCCGCAACCGATAG AGCTCTCGCCGGACCTAGTACGCAGGCGAAGCCACAACAGTCG 1680
M s AL A G P S T Q A K P Q0 Q0 s
GCGCGAACAAGGGCAGACCCGAAAAGCCAAAATC AGACATCCGTTATCAAGGACCACGCAAATATGGT TACGAAGGCATACAAACGGTCGCGTAACGGTTAGTGTT GACGGGAGCATACT 1800

AR T R ADUPK S OQNOGQTSV I KDHANMV T K AY KR S§ RN Intron 1
CGACTAGTTGCGCCGTGCGGCCAATTTATTCAGC AT GGAA-GT TCCTCCGCAGGTTGC TATACCTGCCGC CTACGAAGGAAGAAATGCGACGAGACTCATCCTAATTGCGTGGC 1920
Yo T R L R R K K D E T H P N VoA
ATGCACCAGTCTGGGCGTCAGC TGCGAATACCGAAAGCCGAGTTGGTGGATAAGTACTCAGGCGCGAATGC TACAAAAGGACAAGATAAAACAGAAGGTCAGGGAGACTAAAGTACTGCA 2040
T 8§ L G VvV s E Y |R K P 8 W W I S T QAR ML QKD K I K QK VvV RE T K VL Q
AAAGGAGGTAGCGCTTCAGGGT ATGCGTCTCTATGTGGC TCGTAGACAT -ACTGG GTAGAATACATCAAACGTGCGGTCCCATCAGCGAAACCTCGCGACAACCCTGTCAGCAA 2160
K E vV A L Q Intron 2 E Yy I K R AV P S A K P R D NP V § K

GCCTCAAACGCCCCCGATGGAACCAATGGTGGCCACCACATATGATCCCTCTACGTCCTACTTACCAGCACCTGCAACCAGCGCACTAATGTCTACCCCATATGGCTTTGATGCTGGAAT 2280
p o TP PME®PMYVY ATTYOD®PST S Y LP APATSALMSTPY GF DAGI
TGGTAGCAGCACTTATATCCCTGATACCACATACGTACCTGATACAACCCCATTGCAAGATACTAGTGTCTTTTGGTT TGACCCAACAGCAACTCCGTTAATACCTACACCGACCTCAAT 2400
G S Sl T y1»peopoT1®nT1TYVPODTTPLOQDTSVFWFD®PTAT®PLTIT®PTP TS I|
TTCAGAGCTATCAGCGAGTTCAGCGGCAATGACAGCGACGACAACAACAACGACAGCGATGACGACTCCAGCAGTACAGAGTGACGAATGGTATCAAGGATTTACTGACCCCCTACCGCG 2520
s EL S A S S A AMTAT T T T T T AMT Tl P AV QS DEWY QGF TDPL PR
TGTGCAGAATCCTCTCTCTCTTGGATCTTCCGAATTCCCGGACCGACCACTATCTTTCTATCTGGAAGGGAAGATGAGTTCAAATGACCGAGAGCGCTCCCTACTCTATCACTTTGTCGA 2640
vanN&PLSLGSSEFPDR®PLSF Y LEGIKMSSNUD REWRSLL Y HF VD
CAATGTCCTCCGGCTGGTTTTTCCCATTCTCGACCTCCATAAACAGGGACCATCCAGAGCCCGCGAGATCCTGCGC TCCCTTGACTCGAACAAGTCATATTACCACGGCTGTCTCAGCGT 2760
NV LR LV F®P I LDLMHIKOOG®PSRARETILRSLDSNIKIS Y Y HGTCTL SV
ATCAGCTATCCACCTCAGGACT GTGAAGAAGCAGCGAGGTAAACGAGTAGAAAGAGACATCATGCGCCACCGTTACGCGGCGATCTCAGAACTCCACAAAGCCTTATATGCGGATCATGG 2880
s Al H LR TV K K QQRGIKWRVERDTIMRMHRYAATSELHKALY ADWHG
CCACGATACAATCCTAGACGCAACGCTGGCAATGATCTTCTTCCACTGC TCGGTGGGATCACCT GAAGTGGACGGCCTTCCGGATATAGGA TGGAACGAGCACTTCACAGCCGTCACAGA 3000
HO0O T 1 L DAT L AMIT F FHCSV GGSPE VDGLP DT GWNEHF T AV TOD
CCTCGTCAACAAGCTAGGGCTCATGGAGGCAAACCCATTCACGCCGCCCCCATTTAGCATGTCTCTCAGTACATGGATTGACATTTTTGGT GCCACAATGCTCGGAAGATCTCCCCAATT 3120
L v N K L G L M EAN®PTF T PPPF S$MSL ST W11 D 1T FGATMLGR S P QF
CGCACACGCATATAGGCATAAGCACCTGAACGGAATTTCGTCTGGT TTACGCGAACTAATGGGG TGCGACGACCGAATCATGTACCTGATCTCTGAAATCGCCTGCCTTGATTCTTTAAA 3240
AAH A Y R HKH L NGT S S GLRELMGCDODR T MY L I S E I A CL D S L K
GGAAGAAGGCCGCATCAATGACTACACAGTCTGC CACCACGTCTCGGCATTAACAGCCCAGCTCGACCATGCCGAGCAAGTGGTCGTCAATCCGACTCTCGAAAACCCCATTTCCGCCAC 3360
EEGR I NDY TV CHWHV S AL T AOQLDHAEOQY VV NPT LENZPTITI S AT
GGGCATTATCCAGGCCGATAAACTCACGAAGAACATGACCGCCATATTCCGCGTTGCAGCCCGCATCTACCTATACAGCTTAATGCCCGGCTTCCATCCGGAGCAGCAGAACATCGTAGA 3480
G I I a ADK L T KNMTAIFRV A AR T Y LY SL MZPGFHPEQQQNT VD
TCTCGTCGAGAAGGTTTCAGAACTCTTGCAATACATTCCGTCAGGACCCTTTGGATTTGACCGCTCGCTTGTGTGG CCAATGCTAATCACTGGCGCATTCTCAACGCCAACAAGCAACTT 3600
L VEKVsSELLOQY TP SG®PFGFDURS L VWZPMIL I TGATFSTP TS NF
TCGCATTATCCTTGAGCAACGAATTGCCGCATTGGGCGATTGCAGCGACTTTGGCAGTTTCGGACGCATGTATTCCGTCCTGCAGGAGACT TGGAAACTTTCCGACGACGACAGTGAGCC 3720
R I I L EQR T AALGDTCSDT FSGSFGRMY S VL QETWZK L S DDUDSEP
TGTCTATACTGAGCGCACGTCTGGGCTCCTTGGGCCTCCTTCCTCGTCGGCTTTTGAATTCGAC GCGCATATGGCTATGCCGTCTCCGGCGTTGGCTGTTGGCGCGCAACGAGTCAAGCA 3840
vy T T&EWRTSSGLLG®P®P SSSAF EFDAMHMAMPSPALAVGAQRV KA
ACAACCCATTCATTGGCGAGATGTTATGAGGGCT CGGGAATGGCACTATCTTCTGCTTTAATATTTCTGCACTAATTATTGCTAGGTATGT GCGTACTATTCTTGACTCACTCTTGCCTT 3960
a P I H WRDV MR ARE WMHY L L L
GATAGCTGACCCAACCTAGTATTTCAACATGGCATTGGCGCACGGTTGGCGTTGTTTTCGGTTACCCCTTGGGCTTTGCGGTTATAACTAGT 4052

Abb. 4: Genomische Sequenz des ros4 Genlokus mit gekennzeichneten Introns und der abgeleiteten
Proteinsequenz. Es ist ein 4052 bp groBles Xbal/Spel-Fragment des rosA-Subklons pKV15 dargestellt. Der
offene Leserahmen (ORF) von rosA4 ist 2142 bp lang (von Position 1633 bis 3900, unterbrochen von zwei
Introns), und kodiert fiir ein putatives 713 Aminosduren groles Protein. Die Kozak-Region, die den
Translationsstart kennzeichnet, ist mit einer griinen Box gekennzeichnet. Das Zn(I)2Cyss Zinkfingermotiv ist
mit einem roten Rahmen umgeben, die sechs hochkonservierten Cysteine, die die beiden Zink-Ionen fixieren,
sind rot unterlegt. Mit dem blauen Rahmen ist eine threoninreiche Region des Proteins markiert. Blau unterlegt
sind die Verzweigungsstellen der Introns, die fiir die Lariat-Formation, wihrend des Spleissens der RNA
benotigt werden.
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1.1.1 Proteinsequenzanalyse von RosA

Das putative Protein besteht aus 713 Aminosduren und hat eine berechnete molekulare Masse
von 79,6 kD. Der berechnete isoelelektrische Punkt liegt bei pH 7,6. Im N-terminalen Bereich
des Proteins findet sich ein Zn(II),Cyse binukledres Cluster (As 49-79), welches in jedem der
dhnlichen Proteine zu finden ist, und ein zweiteiliges Kernlokalisierungsmotiv, welches mit
den ersten Aminosduren des Cys-Clusters tiberlappt (As 44-62) (Motive wurden mit einem
»Motif Scan“ auf der Seite: http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan identifiziert).
Desweiteren enthilt das Protein eine Threonin-reiche Region (As 178-236) und zwei putative
PEST Sequenzen (As 133-253 und 646-659, gefunden mit dem PESTfind Analysis Programm
http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind/).

1.2 Sequenzbestimmung und Analyse des zweiten prol-ihnlichen Gens, nosA

Zum Zeitpunkt der Identifizierung des zweiten dem prol-dhnlichen Gens, war bereits ein
Zugriff auf die A. nidulans Genomsequenz des Whitehead Institutes, kombiniert mit der
bereits bekannten Sequenz der Firma Monsanto, moglich. Diese kombinierte Sequenz
gewihrleistet eine 13fache Abdeckung des gesamten Genoms. Diese sehr hochwertige
Sequenz wurde zusitzlich durch die doppelstringige Sequenzierung des kompletten ORF von
nosA bestitigt, kloniert in dem Vektor pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) nach
Amplifikation mit einer ,,Proof-reading“-Polymerase (Phusion-Polymerase, Finnzymes,
Espoo, Finnland) (Vektor pKV51). Auf die Isolierung eines Cosmids und Sequenzierung
eines Subclons, wie im Fall von rosA, wurde verzichtet.

Die Identifizierung von moglichen Introns erfolgte durch Amplifikation von
Teilfragmenten des Gens (jeweils ca. 700-800 bp) von der cDNA, und anschlieBende
Klonierung und Sequenzierung. Wie bei rosA wurden zwei Introns gefunden. Beide liegen im
5’-Bereich des Gens. Ebenso wie bei rosA liegt das erste Intron (62 bp) an der gleichen Stelle
vor dem Zn(I1),Cyse Motiv.

Die beiden Introns im nos4 Gen unterbrechen einen offenen Leserahmen von 2025 bp,
der fiir 675 Aminosduren kodiert (Abb. 5). Die Kozak-Konsensussequenz am
Translationsstart weicht bei nos4 vier Basen vom Konsens ab (5'-ACAAGATGCC-3"). Die
beiden Introns zeigen beide die konservierten 5'- und 3’- Seiten, jedoch stimmt der Konsens

fiir die Verzweigungsstelle nicht {iberein.
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CCCGGGAGGCAATCTTGGCTCAGGGCGC TAAAGTAGCGTCTCTCCAGCTGCACTTCATCACACGCTTTGGCGTTGTTATTCGACGAACTCCCCGCACCATTCTGCAACTTCGACAACAGC
AGCACGCGGAAAGCGTCATCGATTGGCTCATCGTTCGCGATCCTAGCACACTCACGATGTGCAACGACTCGACATCCAGCTCCCGGTGCGATCCCTGGCCGGTCGTACGTTCCGTCTCCC
CTCAATCCTCGTCCACGAGGGCATCGCATTATCCTTTTCTGGTCGAATT TGACTATCACTTCTGCTGTCAAATTGAGACTAATCTCGCTCTAGAAGTTCGGGCCTCGTTATCGGTCCTTG
TCTTACTGGGGCTAGGGACGGAAGATTTGTCACGAATACGATGTCGTCAGTTGAACATCCCGTGTTATCTCGTCCAGGCAAACATGTACTGACAGACTCTCCTCCTCAGCATCTCTCCTT
CCCCGAGATATAGCTCATTATGT GGGGATCAACTGACATACGGGAGACGTCCTTGTGGGTGCACCGTGGAGACACCATGGAGCTACCTTGATGCCCGAAAAAGCAAGCAATCACTTTAGT
CCTAGCAAAGGTCGAAGAAATGTGCCGTAGCACAAGTCATCGGATAGCTCGGACTCACGATAATTGCGATACAACCATGGCCAATCAACTCCCCAGCCTCCCATCTTAACCTGGAGAGGA
GGTCCAATCATCCAACATCAAGACCCTTGAGTGCATAGGCGCCCATGGCCATAATTATCCAAAATTAGCCTGCAATGTTGGGACTAACAAACTAAGCTAAACTCACCGGTTCTCTAATGC
GCATGCATGTCCCCCTGCTCCAGACTAACTTGAAGCCAGCGGGCGATCTCCAATCCTTTCCCTCCACCCAGTTTTCCCTTCGGCTATCTGGGAT TCGAAAATAGAAACACCATGCACTCG
CCCTCGAGCTTTAAAGCTTCCTCGATCCCACGATCATGCTTCTTTTGCTTCCCCAGCGTCGTCCCCAGTCGCCTCGTTCTTCGGCAACCACGCCTTACGCTCTCTTATTCTACTTGATAG
ATAGCCAAGGCTGCTGGTCCAGCTTTGCACCCTAATATTACTGTCTACTATCGGCTGCAGTAACTTGGTCCATCGACTTTGGACCTGCCCTCGCTGATCTACTTTCGAGCCCGTCGCGCA
TACGATTCTGAATCGGCCGTTTATTAC-CGGCAGCACCGAGAAAGAAGGCTACCGCCGCTGCAAAGCGAGCCGCCGAGTCTCAAGCGTCCTCGGGAAGCGAGAGTACACCAA
M P A A PR KK A TAAAIKRAAESOQOAS S G S E S TP
AGCCAGAGGGGACTACCAAATCCCACAAGCGGTCACGCTCTGGTAAGACATCCAGTGTCTATCTAATCTATCAGGAACATCTAACGAGTTTTCCCACCAACAAEGTTGCTTCACATGCCG

KPEGTTKSHKRSRS: Intron1 1
B EEE I

TCTTCGTCGGAAGAAGTGCGATGAAAAGCATCCGTCCTGTGGAGCCTGCAACAACCTCTGCGTGAAATGCGAGTACAAACGCCCGGTCTGGTGGGGGAATGCAGAGCAGAGGAAGATGCA

L R R K K II D E K H P § II G A II N N L C V K II E Y | K R PV W W G N A E QO R K M H

CAAGGAACGTATCAAGAACAAGATCAAGCAGACGAAGATGAATGAGCGCAATGGCTCATTAGCCATAGGTAGGCCGATGCCCGCCATGCGACCCTTTCCATCTCGCGTCCTTACCATCTA
L

Intron2

I
K E R I K N K I K 0T K MNER NG S L A I
ACCAATACACGATAGATCCTGCCAGTCGCGTTCGAAGTATGGC TGCCAACTCGCCGACTTCCCCTGAGT TCGAATATGGCCGTCCGTTCCCGGAGCCCTCATACGACATATTCGCCTCCC

| ntron2

b P A SRV RSMAANS®PTSPEFEY GRPF P E®P S Y D I F A'S
AATTCCCGACACCTGCCATGGCCCAAACTATCTACGCGCCACAATATCCGTACGAGGTAGACGT CAAGACCGAACACCAGACATTTGTTAATGATGTCCAACTGCGCCATGACTCAGTGT
e F P TP AMAOQT T Y APOQY P Y EV DV K TEHS QT FV NDV QL RHD SV
CATCGACCTTCAGTACCTTTGCTCCACCACAATTGAACGCGCCTCTTCCAACTTTTCCAGGTGATGAGTGGTTTCACGATGAGTACTTCAGGGCACCAGTTCTCCCCGGAATCGACCCTG
s s 1T F S TFAPPOQLNAPL®PTF®PGDEWTFHDEYFRA®P VL PG I DP
CGCTCTGTGAGCAGCCGTTCCCCGAGACGTATGACATGCTTCAAAACATACCCGTTAGCGACCACGACCGACCCCTTCTTGAGCACTTCATTCACAACGTTTTGCGCGTGAGCTTTCCCG
AL CEOQPFPETYODMILOQNT®PVSDHIDUR®PLLEHTF I HNWVL RV S F P
TTCTTGAGGCTCATCAACGCGGGCATATGCGCGCACAAGCCGTCCTTCAGACCCTCGAGACAAACAAGTGCTACCTACATTGTTGCCTTAGTGTTGCCGCCATCCACCTGAAAACAACCG
v L E AHQRGHMRAOQAVY L QTLETNSI KT CY L HCCL SV A AT HL K T T
AGGGAATCACGGGAGAACAGATTGATCACGATATCATGCGAAATCGATTTGAGGCGATCTCTCAACTATGCCAAGCCCTGGGAGACGACACAGAACATCAGGAAATTTTGGATGCCACGC
E G I 1T G6GEOTITI DHD I M RNIRFEATIT S OoLTCOQALGDDTEMHUOQE I L D AT
TTGCTATGATTTTCTTCCACTCTTCTGTAGGACCCGCCGATGACTATCTTCCGGACATTCCCTGGTTAGACCACTTCCAGGCAGCGGCAAATCTAGTGCAACGACTTGGCCTTACAGCGG
L A M1 FF HS SV GP ADUDYLUPODTIPWLDHFQQAAANLV QORLGL TA
ACGCTCCGAACCCATACGTTCTTCCTCCGTTCAGCATGACATTAACGGCATGGATTGATATTCTTGGTTCCACCATGTACCGGAGGACGCCTGAGTTTGCCCACACCTACCGATCGAAAC
b APN®PY VLPPF SMTLTAWTITODTITLGSTMYRRT®PETFAWHTY R S K
ACCTGGGTGGAGTGTCTCTGGGCCTACGTGAGC TCATGGGGTGCGAAGACCGTGTCATGTACCTGATCTCAGAAATTGCCTGTTTGGATGCTCTGAAGTCGGACGGGAGGGTTGATGAGA
H L GGV S L GLRELMSGTCED R VMY L 1 8 E T A CLDAL K S D GUR V DE
TGCAAGTTTGCTCTCATGTTTCGGCCCTCGGACAGCAACTTGAATTTACTGAACCCCCTGATCAGATCATGGAGAGTCCCTTTTCAGCAACCACAGGTTTGCTTCGACCCGAGGTTCTAA
M o v CcCSsS H VS AL GOQOQLEFTE®P®PODOQTI M ESPF SATT G L L RP E VL
CAAAAAACATGACGGCCGTGTTCCGTATAGCTGCCCGGATCTATCTCTGCAGTCTTGTGCCCGGATTCGAGGCAACGCAGCCTAGCAACATCAACTTGGTTCAGGCCCTAGCAAACACCC
T K NMTAVFRTITAAR T Y LTCSLVPGFEATHOQQ®PSNTNILVQOQOALANT
TTCAATACATCCCATCAGGTCCCGACGGATTCGATCGT TCACTCGTATGGCCACTATTTATTGCCGGGGTTCACTCCCTGCCAGGCAGCCAATTCCGGACCGTCTTGATGGAACGAGCTG
L oy 1 PSS GG®PODSGFDRSL V W®PLF I AGVHSL PGS QQF R TV L ME R A
CAGCGCTCGCTGAACACGCCGACCTCGGCAGCTTCGGACGCATGTGTCGAGTTTTGCAGGAAGTATGGCGTGTTAACGACGAATTCGCTGAACAACACAGCAGCTTAGACGAGGGTGCAT
AAA L AE HADULGSF GRMCRV L QEV WRV NDETFAZEU QH S S L D E G A
CATCATCCTCGCAAACGGCCAGTCCCGTGAAGGCCGAGCCGCCCAGTTCCCCCAGAGAGAGCGAGAACAGCTGGACGAC GAAAGAAGCCAAGAAACCCCACTGGCGGGACATCATGCAGC
s §$ s s a T A S PV K AEPPSSPRESENSWTT K EAIKIK P HWRD I MQ
AGAACGGT TGGAACTACCTTCTTCTTTGAATTTGATCGTATAAAAAATACGTATGCTTCGCTTCTTAATGAGATTGTATCTCAAGACGTCGGGAGGTCCCTCGATGGGATCTCGTACAAG
Q N G W N Y L L L
CTGGCTTGTACCTGCGACAATTTTGTGAAAGTATTTTTCGAATTCGAATCTGTTTCGAATAATCTTCACTCGTTATATACCCATGTCGTTTTGGAATTCGTTGATATTTCACTGCAGGTC
AGGGAAACTGCTATGGAGCCTTGCCCTTATGCCGAGGCGACTCCTCCTTCGGGGATTAACTACT GGGACACGTTCATCACCCATTCACTAATGGATGGGTAACCGGGGAATTCATGAGGT
GTTTTTGGTGTTAGGACTTTGTTCTCTTCTCTTCTTGGGGCTGATGATTCCAAGTTCACATGACCCCTGATTCCGCGACTGGACTACCTACAAACCAGCCCGCTGGAATCTGGGTTGAAA
GGCTTCTGGATGGAGCTGGTGTGGCTTGGATTGGCTGGTTCATCATCTATTCTCCCACACTCGC TAGATAGCGTGCTATGTTTTCAAGTCTGTATCTTGTACCTGTGGTATCAGAACGGC
GAATGGAGTATTACGGCTAGAATCAGTGAACCT TGAAGGGCACGGTCCGTCCTCCAACATTCAATCTATGCTTT TCAACCAATGTGGTTTCTTCACTCCGCTTCTAGATAATCTATCGTA
CTAGT 4085

Abb. 5: Genomische, cDNA und abgeleitete Protein-Sequenz des nos4 Genlokus. Es ist ein 4085 bp grof3es
Smal/Spel-Fragment gezeigt. Der offene Leserahmen (ORF) von nos4 (2025 bp lang, unterbrochen von zwei
Introns) kodiert fiir ein putatives 675 Aminosduren grofles Protein. Die Kozak-Region, ist mit einer griinen Box
hinterlegt. Das Zn(I1)2Cyss Zinkfingermotiv ist mit einem roten Rahmen umgeben, die sechs hochkonservierten
Cysteine sind rot unterlegt.

1.2.1 Proteinsequenzanalyse NosA

Das abgeleitete Protein besteht aus 675 Aminosduren und hat eine berechnete molekulare
Masse von 75,6 kD. Der berechnete isoelelektrische Punkt liegt bei pH 6,3. Wie bei RosA
finden sich im N-terminalen Bereich des Proteins ein Zn(II),Cyse binukledres Cluster (As 44-

74), und ein zweiteiliges Kernlokalisierungsmotiv, welches mit den ersten Aminosduren des
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Cys-Clusters tiberlappt (As 39-56) identifiziert (Suche mit ,,Motif Scan‘ auf der Seite:
http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif scan ).

1.3 Sequenzvergleich der putativen Proteine aus S. macrospora und A. nidulans

Von den verifizierten genomischen und cDNA Sequenzen wurden die putativen Proteine
RosA und NosA abgeleitet und mit Prol verglichen. RosA hat auf der gesamten Proteinldnge
eine Identitéit von 38% und eine Ahnlichkeit von 52%. NosA zeigt eine Identitiit von 44% und
eine Ahnlichkeit von 58%. Untereinander zeigen RosA und NosA eine Identitit von 43% und
eine Ahnlichkeit von 60%. In Abbildung 6 ist eine Sequenzanalyse von Prol, RosA und
NosA zu sehen. Die hoch konservierten Cysteine des Zn(I1),Cyses binukledren Clusters, die
zweigeteilten Kernlokalisierungsdoménen, und die Lage des hochkonservierten Introns im 5'-
Bereich der Gene sind eingezeichnet. Es ist deutlich zu erkennen, dass der C- und der N-
terminale Bereich der Proteine starke Ahnlichkeit aufweist. Der Mittelteil hingegen ist

schwicher konserviert.
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Abb. 6: Vergleichende Sequenzanalyse von RosA, NosA und Prol. Die Kernlokalisierungsdoméane (NLS) ist
bei allen Proteinen zu finden, ebenso wie die stark konservierten Cysteine des Zn(I1),Cysg binukledren Clusters
(mit Sternen gekennzeichnet). Die Lage des stark konservierten Introns im 5’-Bereich des Gens ist mit einem
Pfeil gekennzeichnet. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem Programm Megalign (DNA-Star) unter Benutzung
der Standardparameter.

In Neurospora crassa wurde neben Prol ein sequenzéhnliches Protein, ProlA genannt,
beschrieben. Dies wurde durch Sequenzsuchen von Prol in der genomischen Datenbank von

N. crassa gefunden. Da S. macrospora und N. crassa eng miteinander verwandt sind, wurde
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angenommen, dass dieses ,,Homolog*“ auch in S. macrospora zu finden ist. Mittels einer
Northernblot-Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde fiir prol4 aus N. crassa, konnte
tatséchlich ein Transkript in S. macrospora gefunden werden (Masloff, et al., 1999). ProlA
zeigt jedoch nur schwache Sequenzéhnlichkeit zu Prol (23% Identitdt), ebenso zu NosA (22%
Identitdt) und RosA (22% Identitit). Da auch keine experimentellen Daten iiber die Funktion
von ProlA vorhanden sind, wird ProlA nicht als &hnliches Protein angesehen und im

Folgenden auch nicht weiter beachtet.

1.4 Vorkommen von Prol-ihnlichen Proteinen in unterschiedlichen Pilzen

Durch einen Vergleich gegen die Genome verschiedener Asco- und Basidiomyzeten mittels
des BLAST-Algorithmus konnten homologe (e-Werte kleiner ¢°) Proteine fiir folgende Pilze
identifiziert werden: Gibberella zeae, Magnaporthe grisea, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum. In Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, Coprinus cinereus und Ashbya
gosypii wurden keine Proteine mit signifikant dhnlichen Aminosiuresequenzen gefunden. Nur
in den mit 4. nidulans eng verwandten Arten A. oryzae und A. fumigatus fanden sich jeweils
zwei Prol-dhnliche Proteine, wie RosA und NosA in 4. nidulans. Allerdings sind die Genome
einiger der untersuchten Organismen bislang noch nicht komplett sequenziert, so dass zur Zeit
nicht vollig ausgeschlossen werden kann, dass auch Pilze anderer Gattungen als Aspergillus
zwei dieser homologen Proteine besitzen.

Abbildung 7 zeigt einen phylogenetischen Stammbaum einiger ausgewdahlter Asco-
und Basidiomyzeten, beruhend auf einer Analyse der 18S ribosomalen RNA mittels des Arb-
Programmes, der das Vorhandensein von Prol-dhnlichen Proteinen verdeutlicht.
Interessanterweise kommen diese Proteine nur in den Sordariomycetes und den

Eurotiomycetes vor, und nur in der Gattung Aspergillus findet man zwei dhnliche Proteine.
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Abb. 7: Phylogenetischer Stammbaum einiger Pilze, beruhend auf der Analyse der 18S rRNA. Der Baum
stellt einen Konsensusbaum verschiedener Pilze dar, der mit Hilfe des Programms ARB (Ludwig et al., 2004)
unter Verwendung von sowohl Distanz (Neighbour-Joining)- als auch Positions (fastDNAML, TreePuzzle)-
basierter Algorithmen rekonstruiert wurde. Rot sind Organismen mit zwei Prol-dhnliche Proteinen
gekennzeichnet; in griin gekennzeichnete Organismen wurde lediglich ein Prol-dhnliches Protein nachgewiesen.
In den blau gekennzeichneten Pilzen fand sich kein zu Prol homologes Protein. Die farblich nicht
hervorgehobenen Organismen konnten wegen fehlender Genomdaten nicht iiberpriift werden, und wurden nur
zur Vervollstindigung des Baumes eingefiigt. (# = S. macrospora Genom ist nicht sequenziert, die pro/-Mutante
stammt aus diesem Organismus. * = nicht Gibberella pulicaris, sondern G. zeae wurde untersucht. Da die 18S
rRNA von G. zeae nicht bekannt ist, wurde statt dessen die 18S rRNA Sequenz von G. pulicaris verrechnet.

1.5 Sequenzanalyse der putativen Proteine aus verschiedenen Pilzen

Nach einer ersten Untersuchung auf ein Vorhandensein von Prol-dhnlichen Proteinen in
verschiedenen Pilz-Genomen wurde die Phylogenie der identifizierten Proteinen aus S.
macrospora, N. crassa, G. zeae, M. grisea, A. nidulans, A. oryzae und A. fumigatus
rekonstruiert. Dabei ist zu beachten, dass nur fiir 4. nidulans, S. macrospora und N. crassa die
Sequenz der Proteine experimentell durch Bestimmung der Sequenz der cDNA bestitigt
wurde. Die Proteine aus den Organismen A. fumigatus, A. oryzae, G. zeae und M. grisea

wurden in den annotierten Genomen gefunden, mussten jedoch manuell unter Zuhilfenahme
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der bekannten Sequenzen ,,nachannotiert™ werden. Da die librigen Genome nicht annotiert
sind, wurden &hnliche Proteine mit Hilfe des Programmes tblastN iiber die in silico
translatierte DNA gefunden. Die putativen Proteine aus C. immitis und H. capsulatum wurden
manuell auf Grundlage der frei zugénglichen Genomsequenzen und mit Hilfe der bekannten
Proteine RosA, NosA, Prol (S. macrospora) und Prol (N. crassa) annotiert. Dabei zeigte
sich, dass auch in diesen Organismen ein Intron unmittelbar vor dem Zn(I1),Cyse binukleédren
Cluster vorhergesagt wurde. Dabei wurde ein interessantes Merkmal der Introns aller
Organismen gezeigt: Das fiir ein am Anfang des Zn(II),Cyse¢ binukledren Clusters gelegenes,
hochkonserviertes Glycin codierende Triplett, setzt sich aus einem Guanin vor dem Intron und
zwei Basen nach dem Intron zusammen (zumindest bei S. macrospora, N. crassa, A.
nidulans,A. fumigatus, A. oryzae, C. immitis und H. capsulatum). Weiterhin scheinen nur in
den Aspergillen zwei Introns die codierenden Regionen zu unterbrechen, wahrend in allen

anderen Organismen nur ein Intron vorhanden ist.

100%[~ Prol M. crassa

— Prol S. macrospora

100% EAA76002 G. zeae
98% — EAAA48836 M. grisea
100%] C. immitis
100% H. capsulatum
5% 20129.m00151 A. oryzae
99%)

58.m07662 A. iumiiatus
60% 20084.m00028 A. oryzae
4100%’—{ 69.m14866 A. iumiiatus

0.10

Abb. 8: Sequenzanalyse der putativen, in silico abgeleiteten ,,Prol-ihnlichen“ Proteine. Die Phylogenie der
Prol-homologen Proteine korrespondiert zur Phylogenie der 18 S rRNA der jeweiligen Organismen (siehe Abb.
7), NosA aus A. nidulans weist eine héhere Ahnlichkeit zu den verrechneten Prol-Sequenzen auf. RosA und
seine beiden Aspergillus-Homologe sind weniger stak konserviert, was an den im Vergleich zur NosA-Linie
deutlich ldngeren Astlédngen erkennbar ist. Der Baum wurde mit dem Programm ARB sowohl mittels Distanz-
als auch Positions-basierter Algorithmen unter Verwendung verschiedener Evolutionsmodelle berechnet Der
Balken mit 0.1 bedeutet eine 10% Sequenzabweichung Es ist zu beachten, dass ein Grossteil der hier
dargestellten Proteine hypothetisch sind (sieche Text).
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2. Molekulare Analyse von rosA

2.1 Deletionsanalyse von rosA

Um Einblicke in die Funktion von RosA zu bekommen, wurde das Gen in A. nidulans
deletiert. Dies erfolgte mittels homologer Rekombination, wobei der ORF von ros4 gegen das
argB Gen aus A. nidulans ersetzt wurde (pKV 18, Herstellung des Konstruktes ist im Material
und Methoden Teil beschrieben). Das liniearisierte rosA-Deletionskonstrukt wurde in den
Arginin-auxotrophen Stamm SRF200 transformiert und die Transformanden nach
Rekombinationsereignissen mit der daraus resultierenden Gendeletion untersucht. Dies
erfolgte mittels DNA-DNA-Hybridisierungsexperimenten. Unter ca. 80 untersuchten
Transformanden fand sich ein ros4 Deletionsstamm (SKVS) (siche Abb. 9). Weitere Tests
mit unterschiedlichen Restriktionsschnitten und mittels PCR bestétigten die Deletion.
Zusétzlich wurde mit einer argB-Sonde eine einfache Integration des Deletionskonstruktes

gezeigt.
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Abb. 9: Deletionsschema von ros4. A: Genlokus von ros4 und darunter das Deletionskonstrukt, in dem der
ORF mit BamHI und EcoRI ausgeschnitten und stattdessen das argB-Gen eingefligt wurde. B: PCR mit den drei
Oligonukleotiden primerl, primer2 und arg5’. Im Wildtyp entsteht ein ca. 600 bp groBes Fragment (primerl+
primer2), im Deletionsstamm ein ca. 400 bp Fragment (arg5’+ primer2). Bei einer ektopischen Integration
sollten beide Fragmente amplifiziert werden. C: DNA-DNA-Hybridisierung von genomischer DNA mit einer
,random priming* **P-markierten Sonde (zu sehen in A). wt = SRF200, Aros4 = SKVS.

2.1.1 Phéinotypische Charakterisierung des Aros4A-Stammes

Der rosA-Deletionsstamm wurde auf Entwicklungsprozesse wie Konidien-, Kleistothezien-,

und Ascosporenentwicklung hin untersucht. Es fanden sich jedoch keine Unterschiede
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zwischen einem vergleichbaren A. nidulans Wildtypstamm und der Mutante. Unter
Standardlaborbedingungen auf Agar-Platten fanden sich keine offensichtlichen Unterschiede.

Da der rosA Deletionsstamm, so wie fast alle Laborstimme von A. nidulans eine
Mutation im ve4 Gen trigt, die eine Reduktion der sexuellen, und gleichzeitig eine verstirkte
asexuelle Entwicklung zur Folge hat, wurde ein Aros4A-Stamm mit einem intakten ve4 Gen
(ved") erzeugt. Dafiir wurde der Stamm SKV8 mit dem Stamm WIMI26 gekreuzt.
Nachkommen dieser Kreuzung wurden auf ihren ved Genlokus untersucht, indem der die
Mutation beinhaltende Teil des ve4-Gens amplifiziert (Oligonukleotide veA-Anfang-for und
veA-Anfang-rev) und anschlieend sequenziert wurde. Die ros4 Deletion wurde mit einem
DNA-DNA-Hybridisierungsexperiment bestétigt. Die Stimme SKVw3 und SKVw5 (beide
ArosA, veA") wurden im Folgenden mit dem 4. nidulans Wildtyp FGSC A4 verglichen.

Die Kleistothezienentwicklung ist in A. nidulans von Licht abhéngig. Im Wildtyp ist
die sexuelle Entwicklung bei kontinuierlicher Lichtbestrahlung blockiert. Auch in der
Mutante findet keine sexuelle Entwicklung statt (Abb. 10). Unter Bedingungen, welche die
sexuelle Entwicklung fordern (Wachstum im Dunkel, Petrischalen mit Klebeband
geschlossen), ist in der Mutante eine schwache Erhohung der Kleistothezienanzahl zu
beobachten.

Ein weiterer Faktor, der die sexuelle Entwicklung beeinflusst, ist die Versorgung mit
Kohlenhydraten. Bei geringer Versorgung mit C-Quellen kann A. nidulans vegetativ wachsen,
und es findet nur asexuelle Entwicklung statt. Diese Regulierung ist in der Mutante gestort.
Interessanterweise findet die sexuelle Entwicklung in der Mutante trotz niedriger Glukose-
Konzentration  statt. Die  Reprimierung der Entwicklung unter niedrigen
Glukosewachstumsbedingungen ist offensichtlich aufgehoben. Die Fruchtkorper bilden sich
vornehmlich in den Randgebieten einer wachsenden Kolonie. Die Entwicklung dieser
Fruchtkorper ist komplett; in den gedffneten Kleistothezien finden sich Asci mit reifen, rot

gefirbten Ascosporen.
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Abb. 10: Wachstum und Entwicklung der ros4A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Stamm SKVw3
(ArosA, ve+) und FGSC A4 (wt) wurden auf MM Agar punktinokuliert und fiir 5 Tage bei Dauerlicht oder in
Dunkelheit bei 37°C inkubiert. Die Glukosekonzentration wurde dabei variiert (100 mM Glukose ist Standard,
10 mM Glukose ist die reduzierte Bedingung). Bei Dauerlicht findet unter beiden Glukosekonzentrationen keine
sexuelle Entwicklung statt, im dunkeln bei Standartglukosekonzentration zeigt die Mutante leicht stéirkere
Entwicklung (zu erkennen durch die gelbe Farbe der Hiillezellnester), bei reduzierter Glukose sieht man sexuelle
Strukturen nur im ArosA-Stamm. Rechte Spalte oben: VergroBerung der Kleistothezien; Mitte: reifes, schwarzes
Kleistothezium; unten: gequetschtes und somit gedffnetes Kleistothezium unter dem Mikroskop. Die reifen, rot
gefarbten Ascosporen sind gut zu erkennen. GroBenbalken entspricht bei Koloniebildern ca. 1 cm, beim
gedffneten Kleistothezium ca. 150 pm.

Das Phidnomen der deregulierten sexuellen Entwicklung tritt auch zutage, wenn die
Stickstoffquelle des Standardmediums (100 mM NaNOs;) reduziert (10 mM NaNOs) oder
gegen andere Stickstoffquellen wie Ammoniumacetat getauscht wird (Abb. 11 A). Ebenso
formen sich im Mutantenstamm reife Fruchtkorper auf Mediumsplatten mit 0,6 M KCl, eine
Wachstumsbedingung, die im Wildtyp die sexuelle Entwicklung hemmt. Eine Northern-Blot-
Analyse des rosA Transkriptes zeigt auch, dass unter Kohlenstoff- und Stickstoffmangel rosA
transkribiert wird, in Fliissigkultur mit Standardmedium aber nicht. Die Kulturen wurden 16
Stunden schiittelnd im Minimalmedium wachsen gelassen, dann gewaschen und weitere drei
Stunden mit Medium ohne Glukose, bzw. ohne Stickstoffquelle inkubiert. Das Transkript ist
wesentlich stirker in der Kultur ohne Glukose zu sehen (Abb. 11 B).



IV. Ergebnisse 55

A  NaNO; 10mM NH,Ac 10 mM B

ArosA wt ArosA wt -N -C

Abb. 11: A: Wachstum der ros4-Mutante bei unterschiedlichen Stickstoffquellen, bzw. —mengen. A:
Stamm SKVw3 (ArosA, vet) und FGSC A4 (wt) wurden punktinokuliert, und 5 Tage im Dunkeln inkubiert.
Sowohl bei reduzierter N-Menge im Medium (10 mM NaNQO;), als auch bei einer anderen N-Quelle (NH;-
Acetat) ist eine deutlich starkere sexuelle Entwicklung festzustellen. B: Expression von ros4 unter Glukose und
Stickstoffmangel. Vegetativ wachsendes Myzel, 16 Stunden in Fliissigkultur, wurde drei Stunden ohne Glukose,
bzw. ohne Stickstoff im Medium inkubiert, anschlieBend RNA extrahiert, ca. 10 pg auf einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt und per Nothern-Blot mit einer rosA-spezifischen, **P-markierten Sonde hybridisiert.
Auf der unteren Spur ist die rRNA nach der Uberfithrung auf die Membran als Ladekontrolle mit Methylenblau
gefarbt. In unbehandelten Myzel findet sich kein ros4 Transkript (siche Abb. 16).

Die Regulation der sexuellen Entwicklung in der ros4A-Mutante weist einen weiteren
Unterschied zu einem Wildtyp auf. So findet man normalerweise in A. nidulans keine
morphologische Differenzierung (weder sexuelle noch asexuelle Entwicklung) in
Fliissigkulturen. Um die Entwicklungsprogramme zu starten, wird eine Boden-Luft, bzw.
Fliissigkeits-Luft Zone bendtigt. Ist diese nicht gegeben (wie in einer stindig in Bewegung
gehaltenen Fliissigkeit), wichst der Pilz vegetativ und filamentds. Der rosA4-Deletionsstamm
und der Wildtyp wurden schiittelnd inkubiert, und hinsichtlich morphologischer Unterschiede
untersucht. Nach ca. 48 Stunden Wachstum finden sich auf und in den Myzelbéllchen des
ArosA-Stammes viele Hiillezellen (Abb. 12). Das Erscheinen dieser dickwandigen Zellen ist
der erste Schritt in der sexuellen Entwicklung von 4. nidulans. Sie bilden wahrend der
normalen Entwicklung auf einer Agar-Platte sogenannte Nester, in denen sich dann der
Fruchtkorper entwickelt. Diese erste Stufe der sexuellen Entwicklung findet sich nun unter
einer Bedingung, in der die Entwicklung normalerweise gehemmt ist. Reife Kleistothezien
wurden allerdings nie gefunden, auch wenn die Inkubation auf bis zu sieben Tage mit
zusitzlicher Glukose ausgedehnt wurde.

Um zu tberpriifen, ob diese Hiillezellen funktionsfahig sind, wurde die Expression
einer Hiillezell-spezifischen Mutanase untersucht (Wei et al., 2001). Dazu wurde ein
Konstrukt, in dem der Mutanase-promotor vor einem GFP liegt (pMut(p)-GFP) in einen ros4-
Deletionsstamm (SKV8) tranformiert. Daraus resultierte der Stamm SKV30. Tatsédchlich
zeigten ca. 10% der dickwandigen Zellen in Fliissigkultur Fluoreszenz (Abb.12 D). Diese
Anzahl entspricht ungeféhr den leuchtenden Hiillezellen des Wildtyps auf festem Medium.
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Abb. 12: Wachstum eines Aros4-Stammes in Fliissigkultur im Vergleich zum Wildtyp. A: Wildtyp
(FGSC26) wichst vegetativ, wihrend der Aros4-Stamm SKV30 (B) eine grole Anzahl Hiillezellen produziert.
(Rasterelektronenmikroskopaufnahmen) C: Eine dickwandige Hiillezelle vergroBert im Phasenkonstrast. D:
GFP-Fluoreszenz in einer Hiillezelle durch MutA(p)-GFP. (Overlay eines Fluoreszenz- und Hellfeld-Bildes).

Im Gegensatz zur dereprimierten Entwicklung der Aros4A-Mutante auf festem Medium
ist die Hiillezellbildung in Fliissigkultur vom ve4-Gen unabhingig und findet sich sowohl in

veAl, als auch in ve4" Stimmen.

2.1.2 Molekulare Analyse der Hiillezellbildung in Fliissigkultur

Das Phidnomen der Hiillezellbildung in Fliissigkultur wurde bereits fiir zwei andere
Regulatoren der sexuellen Entwicklung beschrieben. Werden ved oder nsdD {iberexprimiert,
so bilden sich viele Hiillezellen in Fliissigkultur, bei der Uberexpression von ved sogar reife
Kleistothezien.

Um einen moéglichen Zusammenhang zwischen den verschiedenen Genen zu kliren,
wurden die entsprechenden Transkripte Aros4-Stamm wihrend der Hiillezellbildung in
Fliissigkultur untersucht. Zusétzlich zu ve4 und nsdD wurde das stu4-Gen untersucht. Dabei
handelt es sich um einen Regulator, welcher sowohl fiir die sexuelle, als auch die asexuelle
Entwicklung notwendig ist (Miller et al., 1992). Es wurde RNA aus einem Wildtyp- und
einem rosA-Deletionsstamm (FGSC A4, bzw. SKVw3) zu unterschiedlichen Zeitpunkten des
Wachstums in einer Northernblot-Analyse untersucht. Dabei zeigte sich, dass nsdD, ve4 und
stud in der Mutante verstérkt transkribiert werden (Abb. 13). Im Fall von ved ist der
Unterschied nicht so groB8 wie fiir nsdD. Das Transkript von stuAd, welches Hiillezellen-

spezifische Gene induziert (Scherer et al., 2002), ist besonders nach 72 Stunden hochreguliert.
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Abb. 13: Die Expression dreier Regulatoren der Entwickung in Fliisigkultur. Northern-Blot-Analyse der
rosA-Mutation im Vergleich zum Wildtyp. 1: wt 24 Std.; 2: wt 48 Std.; 3 wt 72 Std.; 4: ArosA 24 Std.; 5: ArosA
48 Std.; 6: ArosA 72 Std. Jeweils 10 pg RNA wurden auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran iibertragen und mit fir die Gene spezifischen *?P-markierten Sonden hybridisiert. Als
Ladekontrolle wurde die Membran nach dem RNA-Transfer mit Methylenblau gefirbt.

2.2 Uberexpression von rosA

Um weitere Informationen iiber die Funktion von rosA4 zu erlangen, wurde es iiberexprimiert.
Dies geschah mit Hilfe des stark induzierbaren Promotors der Alkohol-Dehydrogenase alcA.
Der alcA Promotor wird mit Glukose reprimiert, und mit Ethanol oder Threonin induziert. Es
wurde ein Vektor konstruiert, in dem der rosA ORF unter der Kontrolle des alc4 Promotors
steht, und der argB als Selektionsmarker enthélt (pKV12). Dieser wurde in einen Arginin-
auxotrophen Stamm (RMSO011) transformiert.

Die Transformanden wurden auf festem Medium mit Glukose oder Ethanol als
Kohlenstoffquelle wachsen gelassen. Dabei zeigten die Transformanden unter induzierten
Bedingungen (Wachstum auf Ethanol) einen drastischen Phdnotyp. Die Transformanden
wuchsen langsamer als der Ursprungsstamm RMSO011 und bildeten grofle Mengen an
vegetativem Luftmyzel (Abb. 14). Wéhrend der Ursprungsstamm nach ca. 18 Stunden
asexuelle Sporentriger mit Konidien ausbildet, blieben die ros4-Uberexpressionsstimme rein
vegetativ, zeigten also weder sexuelle, noch asexuelle Entwicklung. Ein vergleichbarer
sogenannter ,fluffy* Phénotyp ist bereits von einigen entwicklungsspezifisch gestorten A.
nidulans-Mutanten bekannt und beschrieben (Adams et al., 1992). Erst nach Wachstum von
6-7 Tagen fanden sich einige wenige Sporentriger auf den Kolonien der rosA4-
Uberexpessionstimme. Allerdings ist zu diesem Zeitpunkt das Ethanol im Medium
vermutlich fast aufgebraucht, und somit die ros4-Transkription nicht mehr sonderlich hoch.
Unter reprimierenden Wachstumsbedingungen (Glukose im Medium) zeigten die
Uberexpressionsstimme normales Wachstum und normale Entwicklung. Sie unterschieden

sich nicht vom Wildtyp (Abb. 14).
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Abb. 14: Uberexpression von rosA. Oben: Unter reprimierenden Bedingungen (2% Glukose, linke Seite) ist
kein Unterschied zwischen Wildtyp und dem rosA-Uberexpressionsstamm (SKV6) zu erkennen, wihrend bei
starker ros4-Uberexpression (2% Ethanol) die Entwicklung komplett stoppt, und nur vegetativ wachsendes
Myzel zu erkennen ist. Unten: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen des Wildtyps (RMSO11, links) und des
Uberexpressionstammes (SKV6, rechts).

Die Uberexpressionsstimme wurden auf eine einfache Integration des Konstruktes ins
Genom mittels Southern-Blot-Analyse untersucht, um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass
dieser Phénotyp durch ektopische Integrationen des Konstrukts in andere Gene oder sehr
hiufige Integrationen ins Genom entstanden ist. Weiterhin wurde die vollstindige Integration
des ORF mittels PCR, und die Induktion der Transkription per Northern-Blot-Analyse
uiberpriift (Abb. 15).
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Abb. 15: Molekulare Analyse eines ros4-Uberexpressionsstammes. (A) Einige ros4-Uberexpressionsstimme
(1-5 und SKV6) und Wildtyp FGSC26 wurden mittels Southern-Blot-Analyse untersucht. Genomische DNA
wurde mit EcoRV geschnitten und auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Der EcoRV-Schnitt liegt kurz vor
dem rosA-ORF, somit sollte bei jeder Integration ein unterschiedlich langes Fragment zusitzlich zur Wildtyp-
rosA-Bande sichtbar werden. Die Detektion erfolgte mit einer **P-markierten rosA-spezifischen Sonde. (B) Mit
genomischer DNA des Stammes SKV6 als Template wurde eine PCR mit je einem Oligonukleotid am Anfang
des alcA-Promotors (Primer alcAl) und am Ende des rosA-Gens (Primer RosA-3") durchgefiihrt, um die
komplette Integration nachzuweisen. Dabei sollte ein 3,2 kb groBes Fragment amplifiziert werden. Als
Positivkontrolle wurde das Uberexpressionskonstrukt pKV12 als PCR-Vorlage genutzt. (C) Northern-Blot-
Analyse: Vegetatives Myzel wurde 18 Stunden in Fliissigkultur inkubiert, dann gewaschen und mit 2% Ethanol
induziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion wurde das Myzel geerntet und die RNA isoliert. 5
png der RNA wurden auf einem 1,2%igen Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. Der Nachweis erfolgte mit einer **P-markierten rosA spezifischen Sonde. WT: Wildtyp FGSC A4;
SKV6: rosA-Uberexpressionstamm.

2.3 Expression eines konstitutiv aktiven fad4-Allels

Da die Uberexpression von rosA zu einem sogenannten ,,fluffy*“-Wachstum flihrte, sollte
getestet werden, ob ros4 eine Rolle in dem regulatorischen Signalweg der fluffy-Mutanten
spielt. Ein Gen, das bereits beschrieben ist, ist fadA, welches die a-Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteins kodiert (Yu et al., 1996). Ein konstitutiv aktives Allel dieses Gens
fiihrt bei Expression in einem A. nidulans Wildtypen zu einem ,,fluffy“-Phanotyp (Wieser et
al., 1997). Sollte dieser Signalweg iiber den putativen Transkriptionsfaktor RosA laufen, so
sollte in einem ArosA-Stamm das konstitutiv aktive fadA-Allel kein ,fluffy“~-Wachstum
verursachen konnen.

Das konstitutiv aktive fadA-Allel tragende Plasmid (pYUS), wurde in den ArosA-
Stamm SKV8 mit dem pyr4 tragenden Plasmid pRG1 kotransformiert. Dies geschah, um eine
Selektion der Transformanden mdglich zu machen, da das Plasmid pYUS8 selbst keinen

Selektionsmarker trigt. Ca. 40% der Transformanden zeigten das fadA-typische , fluffy*-
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Wachstum. Der gleiche Prozentsatz an ,,fluffy*“-wachsenden Transformanden wurde bei einer
Kotransformation von pYUS8 und pRG1 in den A. nidulans Wildtypstamm SRF200 erreicht.

Der FadA-Signalweg scheint also unabhéngig von rosA zu sein.

2.4 Expression von rosA wihrend der Entwicklung

Gene, die spezifisch an der Regulation von Entwicklungsvorgingen beteiligt sind, werden
hiufig selbst auf Transkriptionsebene reguliert, um ihre Funktion wihrend des
Entwicklungsvorganges zu steuern. Fiir die asexuelle und sexuelle Entwicklung in A. nidulans
trifft dies ebenfalls zu. So wurde bereits gezeigt, wie wihrend der Konidiophorbildung die
Transkription einer Vielzahl von sporulationsspezifischen Regulator- und Zielgenen stimuliert
wird (Aramayo & Timberlake, 1993; Birse & Clutterbuck, 1991; Boylan et al., 1987,
Mayorga & Timberlake, 1990). Auch in der sexuellen Entwicklung gibt es einige Beispiele
fiir transkriptionell regulierte Zielgene (Lara-Ortiz et al., 2003; Scherer, et al., 2002; Wei, et
al., 2001; Wei et al., 2004). Da ros4 anscheinend als ein Repressor der sexuellen Entwicklung
fungiert, wurde RNA widhrend der asexuellen und sexuellen Entwicklung untersucht.
Zusitzlich wurden auch Hungerbedingungen, osmotischer Stress und die Auswirkungen von
reaktiven Sauerstoffverbindungen betrachtet (siche Abb. 16). Als interne Kontrolle fiir die
entwicklungsspezifische RNA wurde rod4 genutzt. Dieses Gen kodiert fiir ein auf den
Konidien exponiertes Hydrophobin, und wird somit wihrend der spéten asexuellen
Entwicklung exprimiert (Stringer et al., 1991). Zusétzlich wurde die Nylon-Membran nach
dem Transfer der RNA mit Methylenblau gefarbt.

Tatséchlich findet sich eine transiente Expression von rosA. Die stirkste Expression
findet sich 12 Stunden nach Induktion der asexuellen Entwicklung. Zu diesem Zeitpunkt
haben sich schon Konidiophore entwickelt und produzieren bereits Konidien. Des Weiteren
wird rosA als schnelle Antwort des Pilzes auf Hunger transkribiert, bei lang anhaltendem
Hunger jedoch findet sich kein Transkript. Auch wéhrend der sexuellen Entwicklung ist kein
rosA-Transkript detektierbar.

Interessanterweise wird rodA nicht nur wéhrend der asexuellen Entwicklung, sondern

auch nach lang anhaltendem Hunger, transkribiert.
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Abb. 16: Transiente Expression von ros4 wihrend der Entwicklung und unter Hungerbedingungen. Der
Stamm FGCS26 wurde synchron fiir Entwicklung induziert, und die RNA nach den genannten Zeitpunkten
extrahiert. Zur Gewinnung von hunger- und stressinduzierter RNA wurden Fliissigkulturen nach 18 Std.
Wachstum weitere 3, bzw. 22 Stunden ohne Glukose, bzw. mit 40 mM H,0, oder 0,6 M KCl inkubiert. Sonden
wurden mit *2P radioaktiv markiert. Hybridisierung der Membran erfolgte erst mit der rosA-Sonde, nach der
Detektion (7 Tage Film aufgelegt) erfolgte dann die Hybridisierung und Detektion mit der rodA-Sonde (1 Tag
Film aufgelegt).

Da das rosA4-Transkript im Northern-Blot nur sehr schwer zu detektieren war, und aus
den Uberexpressionsversuchen bereits bekannt war, dass selbst geringe Mengen von rosA
einen drastischen Einfluss auf das Wachstum des Pilzes haben, wurde mittels RT-PCR auch
der Nachweis geringer Mengen des rosA-Trankripts untersucht. Dafiir wurde
entwicklungsspezifische RNA mit Hilfe reverser Transkriptase (Superscript 3; Invitrogen) in
cDNA umgeschrieben. Dann wurde der 5°-Bereich von rosA, der zwei Introns beinhaltet,
mittels der Oligonukleotide RosA-for-Ascl und RosA-revl amplifiziert. Da keine PCR-
Produkte zu erkennen waren, wurde mit zwei Oligonukleotiden (RosA-for-4scl und RosA-
rev2), von denen sich einer in dem bereits amplifizierten Bereich befindet mit der ersten PCR
als Vorlage, eine erneute Amplifikation durchgefiihrt (,,nested PCR*”). In Abb. 17 erkennt
man eine Doppelbande im vegetativ wachsenden Myzel (Spur 2) und nach 26 Stunden
Wachstum auf festem Medium, also in der spéten asexuellen Entwicklung (Spur 3). Diese
Doppelbanden kommen durch das Vorhandensein von geringen Mengen genomischer DNA
neben der ¢cDNA zustande. Da in der cDNA die Introns bereits entfernt sind, ist das
Amplifikat kleiner. Zur Bestitigung wurde das jeweils kleinere DNA-Fragment in den Vektor
pCR2.1 TOPO kloniert und sequenziert. Tatsdchlich handelt es sich bei dem kleineren
Fragment um die 7os4 cDNA ohne Introns.

Wiahrend der sexuellen Entwicklung, nach 72, 96 und 120 Stunden Wachstum auf

Agarmedium (Spuren 4-6), findet sich nur das gréere Fragment der genomischen DNA. Da
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diese Fragmente allerdings erst nach der zweiten Amplifikation der ,jnested PCR* zu
detektieren waren, ist davon auszugehen, dass die Verunreinigung der cDNA nicht zu stark
war. Als Test, ob in diesen Proben die RNA nicht vor der Synthese der cDNA abgebaut war
(obwohl die rRNA-Banden im Northern-Blot gut aussahen, siche Abb. 16), wurde ein Bereich
des nosA-Gens, der zwei Introns beinhaltet mit den Oligonukleotiden NosA-Kpn-for und
NosA-intseq-rev2 amplifiziert (Spur 8, Spur 9 genomische DNA). Man erkennt deutlich zwei
unterschiedlich grole Fragmente, die durch die Amplifikation von genomischer DNA und
cDNA entstehen. Die Synthese der cDNA war also erfolgreich.

Zusitzlich zu der Expression in der spiten asexuellen Entwicklung, unter Hunger und
ohne Stickstoff (Abb. 11), wird rosA4 also schwach auch wéhrend des vegetativen Wachstums
und in der sehr spdten asexuellen, nicht aber wéhrend der sexuellen Entwicklung,

transkribiert.

Abb. 17: Nachweis der Expression von ros4 mittels RT-PCR. Der zwei Introns beinhaltende Teil von rosA
wurde mittels ,,nested PCR* von cDNA verschiedener Entwicklungsstadien amplifiziert. 1: genom. DNA; 2:
veg. Wachstum, 18 Std.; 3: asexuelle Entwicklung 26 Std.; 4: sexuelle Entw., 72 Std.; 5: sex. Entw., 96 Std.; 6:
sex Entw., 120 Std.; 7: genom. DNA; 8: Amplifikation von nos4 als Test der cDNA, sex Entw. 72 Std.; 9:
genom. DNA. Die kleineren Fragmente bei Doppelbanden sind jeweils das von cDNA amplifizierte Fragment
der Gene, was durch Sequenzierung gezeigt wurde.

2.5 Intrazellulire Lokalisierung von RosA

In der Proteinsequenz von RosA findet sich, iiberlappend mit dem Zn(Il),Cyss binukledren
Cluster, ein zweiteiliges Kernlokalisierungsmotiv (As 44-61). Um zu {iiberpriifen, ob der
putative Transkriptionsfaktor tatsdchlich im Kern lokalisiert, wurde eine C-terminal mit dem
griinfluoreszierenden-Protein (GFP) fusionierte Version des RosA hergestellt (pKV36). Mit
diesem Fusionsprotein, das sich unter Kontrolle des induzierbaren alcA-Promotors befindet,
sollte eine in vivo Lokalisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie mdglich sein.
Interessanterweise war mit diesem C-terminalen GFP fusionierten RosA unter
verschiedensten Induktionsbedingungen keine Fluoreszenz detektierbar.

Deshalb wurde ein weiteres RosA-GFP-Fusionsproteinkonstrukt erstellt. Diesmal

erfolgte die GFP-Fusion allerdings am N-Terminus des Proteins (pKV50, siehe Material und
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Methoden). Mit diesem Konstrukt tranformierte Aspergillus-Stimme zeigten bereits unter
schwach induzierbaren Bedingungen (2% Glyzerin im Medium) starke Fluoreszenz. Wider
den Erwartungen lokalisierte das GFP-RosA Fusionsprotein im gesamten Zytoplasma der
Hyphen. Im Gegensatz zu anderen im Zytoplasma lokalisierenden Proteinen war die
Kernregion nicht ausgespart, sondern zeigte ebenfalls Fluoreszenz (Abb. 18). Da bei manchen
Transkriptionsfaktoren eine Regulation ihrer Funktion auch durch den Kerneintritt, bzw. die
Verhinderung eben dieses stattfindet (Mingot et al., 2001), wurde bei unterschiedlichsten
Bedingungen die Lokalisierung untersucht, wie z.B. Wachstum auf Festmedium, in
Fliissigkultur, verschiedene Stadien der Entwicklung oder Hungerinduktion. Ebenso wurde in
einem ved und einem ved -Stamm gearbeitet, da sich die Deletion von ros4 am stirksten in
einem ved -Stamm auswirkte. Allerdings wurde {iberall dieselbe Lokalisierung im
Zytoplasma gefunden.

AnschlieBend wurden verkiirzte GFP-Fusionsproteine erstellt, um deren Lokalisierung
zu untersuchen. So entstanden insgesamt fiinf N-terminal mit GFP fusionierte Fragmente von
RosA unterschiedlicher Lange (pKV48, pKV50, pKV57; pKV58, pKV60). In Abbildung 18
erkennt man deutlich die unterschiedlichen Lokalisierungen der Fusionsproteine. Verkiirzt bis
auf eine Lange von 449 Aminosduren, lokalisieren die Fusionsproteine immer noch im
Zytoplasma. Sind jedoch nur noch die ersten 294 Aminosduren mit GFP fusioniert, so
lokalisiert das C-terminal stark verkiirzte Protein hauptsidchlich im Kern, und nur noch
schwach im Zytoplasma. Bei noch stirkerer Verkiirzung auf 80 Aminosiuren (die aber immer
noch die Kernlokalisierungsdoméne und das Zn(II),Cyse binukledre Cluster beinhalten), zeigt
sich ebenso eine starke Akkumulierung im Kern. Die Kerne im Myzel wurden dabei mit dem
dsRedT4-Protein, fusioniert mit der stuAd-Kernlokalisierungsdoméne (Plasmid pJHI19),

sichtbar gemacht.
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Abb. 18: Intrazellulire Lokalisierung von RosA. (A) Das GFP-RosA-Protein in kompletter Linge (1-713)
findet sich im Zytoplasma, wobei die Kerne nicht ausgespart sind. Ein verkiirztes GFP-RosA (1-294) lokalisiert
hauptséchlich in den Zellkernen. Die Zellkerne wurden mit Kern-lokalisiertem dsRedT4 sichtbar gemacht. (B)
Verschiedene verkiirzte GFP-RosA Proteine und ihre intrazelluldre Lokalisierung. Schematische Darstellung der
Proteine, wobei die rote Box das Zn(II),Cyss binukledre Cluster, die gelbe Box die zweigeteilte
Kernlokalisierungsdoméne, und die griine Box das griin fluoreszierende Protein zeigt. Die Anzahl der erhaltenen
Aminosduren ist jeweils oben rechts im Keimlingsbild zu sehen. Keimlinge wurden ca. 10 Stunden auf
Deckglédschen bei 37°C in ethanolhaltigem Medium inkubiert.

Aus den Lokalisierungsexperimenten mit den verkiirzten RosA-Proteinen lieB sich
erkennen, dass die Region von Aminoséure 294 bis 449 einen Eintritt der Fusionsproteine in
den Kern erschwert. Um die Funktion zu iiberpriifen, wurde diese Region des RosA (As 294-
449) C-terminal mit der Kernlokalisierungsdomédne des Regulators StuA fusioniert (pKV71).
Diese wird schon seit ldngerer Zeit routinemifig zur Kernlokalisierung in 4. nidulans genutzt
(Suelmann et al.,, 1997). Tatsdchlich zeigte sich ein Effekt des RosA-Fragments auf die
Lokalisierung. In Abb. 19 erkennt man deutlich, dass ein stirkerer Anteil der Fluoreszenz im
Zytoplasma zu finden ist, auch wenn die Kerne immer noch, im Gegensatz zu dem GFP-RosA

(As 1-449), starke Fluoreszenz zeigen.
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Abb. 19: Inhibierung des Transports des GFP-StuA(NLS) Proteins in den Kern durch C-terminale Fusion
mit der RosA-Region As 294-449. Links StuA-Kernlokalisierungsdoméne (NLS), N-terminal mit eGFP
fusioniert (pKV71); rechts zusétzlich mit RosA-Teilstiick As 294-449 C-terminal an der StuA NLS (pKV72).
Keimlinge wurden ca. 10 Stunden bei 37°C in ethanolhaltigem Medium auf Deckgldschen inkubiert.

3. Molekulare Analyse von nosA

Nachdem die Analyse von einem der zwei prol-dhnlichen Gene, rosA, eine von prol stark
abweichende Funktion zeigte, wurde eine molekulare Analyse des zweiten Gens, nosA,

angeschlossen.
3.1 Intrazelluliare Lokalisation von nosA

Wie in der Sequenz von RosA, findet sich auch in der NosA Proteinsequenz eine mogliche
zweiteilige Kernlokalisierungsdoméne. Diese Kernlokalisierungsdoméne iiberlappt auch hier
mit dem Zn(I1),Cys¢ binukledren Cluster (Zn(I1),Cysg As.: 44-74; NLS As.:39-56). Aus den
Erfahrungen, die mit der Lokalisation von GFP-RosA gewonnen worden waren, war natiirlich
auch die intrazelluldre Lokalisation von NosA interessant. Die Lokalisation erfolgte mittels C-
terminaler Fusion von NosA mit GFP. Zur Erstellung des GFP-Konstruktes wurde das
Gateway System (siche Material und Methoden) benutzt. Das NosA-GFP Fusionsprotein
stand unter der Kontrolle des induzierbaren alcA-Promotors (pKV52). Der Stamm SRF200
wurde mit dem GFP-Konstrukt pKV52 und gleichzeitig mit dem Kernfarbungskonstrukt
pJH19  (stud-Kernlokalisierungsdomidne mit dsRedT4  fusioniert) transformiert.
Transformanden wurden auf Deckgldschen mit ethanolhaltigem Medium ca. 12 Stunden bei
37°C inkubiert und dann mikroskopiert. Dabei zeigte sich, dass NosA-GFP im Gegensatz zu
GFP-RosA im Kern lokalisiert (Abb. 20). Weitere Untersuchungen zur Kernlokalisierung
wurden nicht durchgefiihrt.
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A

Abb. 20: Lokalisierung von NosA-GFP. (A) Interferenzmikroskopiebild eines Keimlings. (B) Mit dsRedT4-
StuA(NLS) sichtbar gemachte Kerne. (C) NosA-GFP lokalisiert im Kern. Keimlinge wurden 12 Std. in
ethanolhaltigem Medium auf Deckgléschen bei 37°C inkubiert.

3.2 Deletion des nos4 Gens

Die Deletion von nosA erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die Deletion von ros4. Der
nosA ORF wurde, unter Zuhilfenahme der natiirlich im Organismus vorkommenden
homologen Rekombination, durch einen Selektionsmarker ausgetauscht.

Im Gegensatz zu der Deletion von ros4, wurde das Deletionskonstrukt nicht aus einem
Subclon des Gens konstruiert, sondern durch Amplifikation zweier ca. 1 kb grof3er Fragmente,
die das Gen flankieren und deren Ligation mit einem Selektionsmarker (argB) mittels Sfil-
Schnittstellen. Dafiir wurden die beiden Oligonukleotide, die an den zu deletierenden Bereich
angrenzen, um die Sequenz des Sfil Restriktionsschnitts verldngert. Sfil hat die Besonderheit,
in der Mitte der Sequenz fiinf variable Basen zu haben, die fiir die beiden Fragmente
unterschiedlich gewédhlt wurden. Dadurch konnten sie nicht direkt ligieren. Erst durch den
Auxotrophiemarker argB, der von zwei, zu den Flanken passenden Sfil Schnitten flankiert
wird, konnten die beiden Flanken mit argB zwischen ihnen ligiert werden.

Das Deletionskonstrukt pKV46 wurde als Vorlage fiir eine PCR benutzt, und das
aufgereinigte Produkt dieser PCR in den Arginin-auxotrophen A. nidulans Stamm SRF200
transformiert.  Tranformanden  wurden mittels Southern-Blot-Analyse auf ein
Deletionsereignis gepriift, und schlielich auch ein Stamm (unter ca. 60 getesteten

Transformanden) gefunden (SKV31, siche Abb. 21).
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Abb. 21: Deletionsschema des nos4 Gens und molekulare Analyse eines Deletionsstammes. A nosA-Genort
und Deletionskonstrukt. Durch den Austausch von nosA gegen den argB ORF geht eine Xhol-Schnittstelle
verloren, was in B fiir einen Anos4-Stamm in einem Southern-Blot gezeigt wurde. Als Sonde wurde die **P
markierte 3'-Flanke benutzt (A). C Zusitzlich wurde mittels PCR die Deletion iiberpriift. In (1) wurden zwei im
Gen liegende Oligonukleotide (nos.intl und nos.int2) verwendet, so dass nur bei Vorhandensein des Gens eine
Amplifikation moglich ist. Bei (2) wurde ein aus dem argB-Gen kommendes (arg5’) und ein vor dem
Deletionskonstrukt liegendes Oligonukleotid (nos5) benutzt, so dass nur bei Integration des argB in den nos4
Genlokus eine Amplifikation mdglich ist. Bei (3) lagen die Oligonukleotide (arg3 und nos3) am anderen Ende
des Gens, aber mit gleicher Funktion wie bei (2). Sowohl Southern-Blot und PCR bestitigten die Gen-Deletion.
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3.2.1 Untersuchung des nosA-Deletionsstammes

Die prol-Mutante aus S. macrospora weist eine gestorte sexuelle Entwicklung auf, und die
Fruchtkorperbildung wird in einem frithen Stadium der Entwicklung, nach der Bildung von
Protoperithezien, noch vor der Ascosporenbildung, unterbrochen. Deshalb wurde als erstes
der AnosA-Stamm im Hinblick auf die sexuelle Entwicklung untersucht. Der untersuchte
Stamm wies dabei die vedl Mutation auf, was bereits zu einer reduzierten sexuellen
Entwicklung und einer verstirken Konidienbildung fiihrt. In diesem AnosA, veAl-Stamm
(SKV31) fand keine sexuelle Entwicklung statt. Selbst unter Bedingungen, welche die
sexuelle Entwicklung verstirken (mit Klebeband verschlossene Petrischalen), und
verldngerten Inkubationzeiten von bis zu 10 Tagen, wurden keine Kleistothezien gefunden.
Daher wurde das Gen nosA (,,no sex‘) genannt. Abgesehen von diesem Phénotyp weicht der
Stamm nicht von einem Wildtypen ab, weder asexuelle Entwicklung noch das Wachstum sind

betroffen.

ANoSA wit

Abb. 22: Vergleich eines AnosA-
Stammes (SKV31) mit einem Wildtypen
(FGSC 26) im veAl Hintergrund. Die

/ beiden Stdimme wurden punktinokuliert
und 4 Tage bei 37°C inkubiert. Die griine
Farbe beider Kolonien, hervorgerufen
durch die asexuell entstandenen Konidien
ist deutlich erkennbar. Im Wildtypstamm
erkennt man die gelben Hiillezellnester der
beginnenden sexuellen Entwicklung (mit
Pfeilen gekennzeichnet).

XX

3.2.1.1 Komplementation von AnosA im Heterokaryon

Da die homothallische sexuelle Entwicklung in der nos4-Mutante nicht mehr méglich war,
stellte sich die Frage, ob eine sexuelle Reproduktion zwischen einem Wildtyp-Stamm und
einem AnosA-Stamm mdglich sei; also eine einfache Kopie des nos4 Gens im Heterokaryon
fiir die sexuellen Entwicklung ausreicht. Dafiir wurde der Anos4-Stamm SKV31 mit dem
Stamm WIMI126 (pabaAl; veA") gekreuzt. Tatsichlich kreuzten sich die beiden Stimme und
es bildeten sich Fruchtkorper mit reifen, aus der Meiose hervorgegangenen Ascosporen. Der

Effekt der nicht vorhandenen sexuellen Entwicklung durch die Deletion von nosA ist also
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rezessiv. Eine Kreuzung von zwei Anos4 Stammen (SKV31 und SKV38) untereinander war

allerdings nicht moglich.

3.2.1.2 Auswirkung der nosA Deletion in einem ved” Stamm

Aus der Kreuzung der Staimme SKV31 mit WIM126 wurde ein Stamm isoliert, der ein
intaktes ve4 Gen und die nosd4 Deletion triagt (SKV32). Die nosA-Deletion wurde per
Southern-Blot-Analyse und PCR nachgewiesen. Das ve4-Gen wurde mittels PCR amplifiziert
(bzw. der Bereich, in dem die ve4! Mutation zu finden wire) und sequenziert. Da in
Stdimmen mit einem intakten ve4 Gen die sexuelle Entwicklung stirker ausgeprédgt, und
zusidtzlich die Regulierung der sexuellen/asexuellen Entwicklung durch Licht erhalten ist,
konnte iiberpriift werden, ob diese Regulation nach Deletion von nosA weiterhin funktioniert.
So fiihrt beispielsweise eine Deletion des GATA-Typ Regulators nsdD wie bei nosA zu einem
Verlust der sexuellen Entwicklung, gleichzeitig findet aber auch ein Verlust der Regulation
von sexueller/asexueller Entwicklung durch Licht statt. Unabhédngig von den
Lichtbedingungen werden viele Konidien produziert (Han et al., 2001).

Die Stimme SKV32 und FGSC A4 (beide ved’) wurden punktinokuliert, die
Mediumsplatten mit Klebeband verschlossen und fiir fiinf Tage im Dunkeln oder bei
Dauerlicht bei 37°C inkubiert. Abb. 23 zeigt die Kolonien, die im Dunkeln inkubiert wurden.
Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante ist deutlich zu erkennen. Die Wildtypkolonie
ist voller reifer Kleistothezien, die von den gelblichen Hiillezellen umgeben sind, daher
erscheint die Kolonie gelb. Nur in der Mitte der Kolonie sind wenige Konidiophore zu
erkennen. Im Gegensatz dazu erscheint der AnosA-Stamm besonders am Rand eher weil3. Das
Grin in der Mitte der Kolonie stammt von den Konidien, der weile Rand vom
undifferenzierten Myzel. Bei stirkerer Vergroferung sind im Wildtyp deutlich die schwarzen
Kleistothezien sichtbar, in der Mutante findet man vereinzelt sehr kleine
,Mikrokleistothezien®. In Abb. 23 B liegen ein Wildtyp-Kleistothezium und ein vom AnosA4
Stamm bebildetes ,,Mikrokleistothezium* zum besseren GroB3envergleich nebeneinander. Die
Mikrokleistothezien haben ca. ein Zehntel der Grofle der Wildtyp Kleistothezien (30 um zu
300 pum). Bei Dauerlicht inkubiert zeigten beide Stimme die gleiche Entwicklung von
Konidiophoren, die Lichtregulation funktioniert also noch in der nos4-Mutante, nur der

Prozess der sexuellen Entwicklung ist gestort.
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wt AnosA
Abb. 23: Deletion von nosA

im veA+ Hintergrund. (A)
Stamm FGSC A4 (wt) und
SKV32 (AnosA) wurden
punktinokuliert und 5 Tage bei
Dunkelheit in  abgeklebten
Mediumsplatten  bei  37°C
inkubiert. Besonders deutlich ist
die  unterschiedliche Farbe,
bedingt durch das Fehlen von
Hiillezellumgebenen
Kleistothezien in der Mutante
im Randbereich der Kolonien
zZu erkennen. Die
VergroBerungen der weillen
Quadrate (via Binokular) zeigen
links deutlich die reifen,
schwarzen Kleistothezien des
Wildtypes. Rechts sind weiles
Myzel, einige griine
Konidiophore und ein paar
Mikrokleistothezien erkennbar.
(B) Kleistothezien wurden zur
Sduberung von Myzel und
Hiillezellen auf einer Agarplatte
Hgerollt und  dann  mittels
Binokular vergrofert
dargestellt. Das Wildtypkleisto-
thezium ist ca. 10x so grof3, wie
das Mikrokleistothezium der
nosA Mutante. Der Balken
enspricht in (A) ca 1 cm, der

B VergroBerung von (A) ca. 500
pm und in (B) ca. 100 pm.

Die Mikrokleistothezien aus der nos4-Mutante wurden unter einem Deckgldschen
gequetscht und im Mikroskop untersucht, um einen moglichen Entwicklungsstopp wéhrend
der Ascosporenentwicklung zu finden. Interessanterweise finden sich in den
Mikrokleistothezien alle Stadien der Ascus-Entwicklung bis zu den reifen, rotgefirbten
Ascosporen, auch wenn die Acosporenzahl weit unter der eines Wildtyp Kleistotheziums liegt
(Abb. 24).
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A B

Abb. 24: (A) Geoffnetes Mikrokleistothezium enthilt reife, rotgefdrbte Ascosporen. (B) Nach ldngerer Suche
kann man alle Stadien der Ascusentwicklung finden, bis hin zum fertigen, acht Ascosporen beinhaltenden Ascus
(B, rechts unten).

Bei Dauerlicht inkubiert zeigten der Wildtyp FGSC A4 und der AnosA/veA’-Stamm
SKV32 die gleiche Entwicklung von Konidiophoren. Die Lichtregulation funktioniert also
noch in der nosA-Mutante und nur der Prozess der sexuellen Entwicklung ist gestort. Abb. 25
verdeutlicht diesen Sachverhalt. Der Wildtyp FGCS A4, SKV32 (AnosA, veA"), Stamm FGSC
26 (bioAl, veAl) und Stamm SKV49 (AnsdD, veA") wurden punktinokuliert und bei
Dauerlicht, bzw. Dauerdunkelheit 120 Stunden inkubiert. Im Wildtyp finden sich bei
Dauerbelichtung viele Konidiophore und keine sexuellen Entwicklungsstrukturen. Dies ist
ebenso bei den AnosA-, AnsdD- und veA 1-Stammen der Fall. Bei Dunkelheit entwickeln sich
im Wildtyp viele Hiillezellnester mit Kleistothezien, gleichzeitig ist die asexuelle
Entwicklung stark reduziert. Diese starke Reduzierung der asexuellen Entwicklung findet sich
auch im AnosA-Stamm, jedoch stoppt die sexuelle Entwicklung sehr frith, woraus die
weilliche Farbe des Myzels der Kolonie resultiert. In der ve4/-Mutante ist eine schwache
sexuelle Entwicklung zu erkennen, die asexuelle Entwicklung ist jedoch genauso stark wie im
Licht. Der AnsdD-Stamm zeigt im Dunkeln nur asexuelle Entwicklung, ebenso wie im Licht
(Deletion von ved zeigt den gleichen Phénotyp, wie die nsdD-Deletion). Im Gegensatz zu den

Regulatoren nsdD und ved zeigt die nosA-Mutante weiterhin eine Licht/Dunkel-Reaktion.
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hell dunkel Abb. 25: Wachstum verschiedener
Entwicklungsmutanten im Licht und
im Dunkeln. Stdmme mit

unterschiedlichen Mutationen wurden
punkt-inokuliert und 120 Stunden bei
Dauerlicht  (hell) oder Dunkelheit
(dunkel) inkubiert. Im Wildtyp (Wt)
erkennt man deutlich die Umstellung
von asexueller (hell) zu sexueller
(dunkel) Entwicklung. Diese Antwort
findet sich auch im Anos4 Stamm, auch
wenn die sexuelle Entwicklung frith
stoppt. Bei den anderen beiden Stimmen
findet eine Hell/Dunkel Antwort kaum
(veAl) oder gar nicht (AnsdD) statt. Wt =
FGSC A4, AnosA = SKV32, vedl =
FGSC 26, AnsdD = SKV49.

Die Entwicklung von Mikrokleistothezien in A. nidulans wurde bereits unter
Aminosédurelimitation beschrieben. So stoppt die sexuelle Entwicklung im Stadium der
Mikrokleistothezien, wenn dem Medium das Histidin-Analog 3-Amino-1,2,4-Triazol
zugesetzt wird (Hoffmann et al., 2000), was Aminosdurehunger auslost (Klopotowski &
Wiater, 1965). Interessanterweise enthalten diese Mikrokleistothezien allerdings keine reifen
Ascosporen. Der Stopp der sexuellen Entwicklung im Stadium der Mikrokleistothezien kann
auch durch Deletion von cpcB und die Uberexpression von cpcA hervorgerufen werden. CpcA
ist das A. nidulans Homolog eines Proteins der c-Jun Familie, GCN4p, in S. cerevisiae. Dort
ist dieser Aktivator fiir die Transkription von mehr als 50 Genen der Biosynthese von
Aminosduren und Purinen verantwortlich (Mosch et al., 1991; Natarajan et al., 2001). CpcB
ist in 4. nidulans das Homolog zu CPC2p aus S. cerevisiae (Hoffmann, 1999) und RACKI1
aus Rattus norvegicus (Ron et al., 1994). In §. cerevisiae wird CPC2p fiir die Repression der
GCN4p Aktivitét unter nicht Aminoséure limitierenden Bedingungen benotigt.

Um zu {berpriifen, ob der nos4 Deletionsphénotyp durch eine verringerte
Aminosédureversorgung hervorgerufen wird, wurde die Mutante auf komplettem Medium
(CM) mit vielen zugesetzten Vitaminen und Pepton wachsen gelassen. Doch auf diesem
vollen Medium bildeten sich nur einige Mikrokleistothezien.

Die Anzahl der Mikrokleistothezien, die sich in der AnosA-Mutante in einer Kolonie
bilden, ist, verglichen mit der Anzahl von reifen Kleistothezien in einem Wildtyp, sehr gering.
So finden sich in einem kreisformig ausgeschnitten Stiick (0,5 cm Durchmesser) einer 120
Stunden gewachsenen Kultur ca. 10-20 Mikrokleistothezien. Im Gegensatz dazu finden sich
in einem Wildtyp ca. 200-300 Kleistothezien. Viel auffallender als die Mikrokleistothezien
sind die vielen Zellnester, die in der Mutante zu sehen sind. Dies ist ein sehr friihes Stadium

der sexuellen Entwicklung (Abb. 26 A). VergréBert unter dem Rasterelektronenmikroskop
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finden sich in diesen Nestern sehr kleine Kleistothezienanlagen (bis 20 pm), die schon eine
charakteristische Oberflichenstruktur aufweisen. Im Inneren findet man jedoch keine
Ascosporen oder ascogene Hyphen (Abb. 26 B). Diese Primordien erinnern sehr stark an die
Protoperithezien, die in der pro/-Mutante aus S. macrospora beschrieben wurden (Abb. 26 C
und D). Moglicherweise sind die Mikrokleistothezien nur ein sehr kleiner Bruchteil der
Primordien, die diesen sehr frithen Block in der Entwicklung iibergehen. Der Haupteffekt der

nosA Deletion ist aber ein Stopp der sexuellen Entwicklung im Stadium der Primordien.

Abb. 26: Hiillezellnester mit Primordien in der AnosA-Mutante. (A) Aufnahme eines Nestes mittels
Binokular. (B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eine Nestes. Die Kleistothezienanlage, das
Primordium (pr), ist deutlich zu erkennen. Es ist von einigen Hiillezellen (hz) umgeben. (C) Reife Fruchtkorper,
Perithezien, in S. macrospora. (D) Protoperithezium in prol-Mutante (aus Masloff et al, 1999). Groenbalken in
(A) 200 pm, in (B) 20 pm.

3.2.2 Einfluss von nosA auf die Hiillezellbildung

In der AnosA-Mutante ist die Zahl der Hiillezellen im Vergleich zu einem Wildtyp-Stamm
stark reduziert. Da dies moglicherweise einen Einfluss auf die sexuelle Entwicklung haben
konnte, wurde ein AnosA/ArosA-Stamm erzeugt, in dem die Hiillezellbildung in Fliissigkultur
untersucht werden konnte. Die Doppelmutante (SKV50) wurde aus einer Kreuzung der
Staimme SKV8 und SKV38 gewonnen. Da beide Mutationen mit Hilfe des
Auxotrophiemarkers argB erstellt wurden, mussten die Nachkommen mittels PCR, spezifisch
fiir das nos4 (wie in Abb. 21) und das rosA Deletionsereignis (wie in Abb. 9), getestet
werden.

Phénotypisch unterschied sich die Doppelmutante (SKV50) beim Wachstum auf
Festmedium nicht von der nosA4-Deletionsmutante. Bei Wachstum in Fliissigkultur zeigten
sich nach 48 Stunden erste Hiillezellen, wie in der ArosA-Mutante. Also scheint nos4 keinen

Einfluss auf die Hiillezellbildung zu haben.
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3.3 Expression von nosA

Ebenso wie fiir rosA, wurde fiir den Regulator nosA die Transkription wéhrend
unterschiedlicher Stadien der Entwicklung untersucht. Die Regulatoren nsdD und ved, die
eine wichtige Rolle in der sexuellen Entwicklung haben, werden (zumindest bei der
Entwicklung auf Platten) nicht transkriptionell reguliert, ros4 und stuA hingegen schon. Es
wurden verschiedene Stadien der asexuellen und der sexuellen Entwicklung, sowie
Stresssituationen, wie Hunger, untersucht (Abb. 27). Das nosA-Transkript war unter allen
Bedingungen zu detektieren, allerdings gab es eine verstirke Expression in der spéiten
asexuellen Entwicklung und unter Hungerbedingungen (16 Stunden Wachstum schiittelnd in
fliissigem Minimal Medium, danach 3 Stunden Wachstum in Medium ohne Glukose). Dabei
ist zu beachten, dass die Expression von rosA, die auch in der asexuellen Entwicklung
besonders verstirkt auftritt, friihzeitiger ist. So ist das Maximum der ros4-Transkription 12
Stunden nach Induktion der asexuellen Entwicklung zu finden, und nimmt dann wieder ab.
Die nosA-Transkription steigt 16 Stunden nach der Induktion an und erreicht nach 26 Stunden

ithr Maximum.

asexuelle Entwicklung |sexuelle Entw.

0 8 12 16 26148 72 96| -C veg.

nosA

rRNA

Abb. 27: Entwicklungsspezifische Expression von nos4. RNA aus verschiedenen Stadien der asexuellen und
sexuellen Entwicklung wurde in einer Northern-Blot-Analyse untersucht. In jedem Stadium ist ein nos4
Transkript zu detektieren, allerdings gibt es eine verstirkte Expression in der spiten asexuellen Entwicklung,
nach 16 Std., in der bereits fertige Konidiophore zu finden sind. Auch unter Kohlenstoffmangel (-C), induziert
fiir drei Stunden nach 16 stiindigem, vegetativen Wachstum (veg.) in Fliissigkultur, ist eine verstérkte Expression
zu erkennen. 10 pg RNA wurden aufgetrennt und mit einer nosA-spezifischen **P-markierten Sonde
hybridisiert. Als Ladekontrolle wurde die rRNA nach Transfer der RNA auf eine Membran mit Methylenblau
gefarbt.
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3.4 Untersuchungen zu Genen unter der Kontrolle von nosA

Nachdem eine Rolle von nosA4 in der sexuellen Entwicklung deutlich gezeigt werden konnte,
wurde nach Zielgenen dieses putativen Transkriptionsfaktors gesucht. Als mogliche
Kandidaten galten dabei bereits beschriebene Zielgene der sexuellen Entwicklung. Eines
dieser bereits beschriebenen Zielgene ist ein hochaffiner Hexosetransporter, sxtA4, der erst in
der spédten sexuellen Entwicklung transkribiert wird (Wei, et al., 2004). Promotor-GFP
Studien zeigten eine besonders starke Transkription in den ascogenen Hyphen der sich
entwickelnden Kleistothezien. Zugleich wurde dieses Gen unter Hungerbedingungen stark
transkribiert. Da in der AnosA-Mutante die sexuelle Entwicklung nicht vorhanden ist, bzw.
nur sehr rudimentér auftritt, gibt es keine (oder nur sehr wenige) ascogene Hyphen. Deshalb
wurde nach dem Transkript von /xt4 nicht zum Zeitpunkt der spdten sexuellen Entwicklung
gesucht, sondern nach Hungerinduktion. Ein weiterer guter Kandidat fiir die Regulierung
durch nosA ist cpeA. Dabei handelt es sich um eine Katalase-Peroxidase, die spezifisch in den
Hiillezellen transkribiert wird (Scherer, et al., 2002). Wie bei hxtA, ist die Induktion der
Transkription jedoch auch bei Hunger zu beobachten. Fiir beide Gene wurde mittels Northern-
Blot-Analyse die Transkription unter Hungerbedingungen (16 Stunden Wachstum schiittelnd
in flissigem Minimal Medium, danach 3 Stunden Wachstum in Medium ohne Glukose) im
Wildtyp FGSC26 und dem AnosA-Stamm SKV30 untersucht.

Weder hxtA noch cped wurden im AnosA-Stamm unter Hungerbedingungen stark
transkribiert, wobei im Fall von cped ein schwaches Transkript detektierbar war, was auf eine
mogliche zusitzliche Regulation hinweist. Zusdtzlich wurde im Falle von hxt4 auch eine
Promotor-GFP Untersuchung durchgefiihrt. Dafiir wurde der AnosA-Stamm SKV30 mit dem
Plasmid pHHgfp4 (Wei, et al, 2004) transformiert. 20 Transformanden wurden auf
Deckglédschen mit glukosehaltigem Medium 8 Stunden bei 37°C inkubiert, danach wurde das
Medium gegen glukosefreies Medium ausgetauscht und weitere drei Stunden inkubiert. Von
allen 20 untersuchten Transformanden zeigte keine das charakteristische GFP-Leuchten nach

der Hungerinduktion. Als Positivkontrolle diente der Stamm SWHHgfp (Wei, et al., 2004).
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Abb. 28: Transkriptionelle
+ - + - Regulation von /xtA und cpeA,
durch nosA. (A) Northern-Blot-
Analyse vegetativ wachsenden

A Wt AnosA

hxtA - Myzels mit (+) und ohne (-)
Glukose. Im nosA
cpeA - Deletionsstamm findet sich keine

Expression von Axt4, und nur eine
sehr schwache von cped. (B)
rRNA Promotor-GFP-Fusion von
hxtA. Unter Hungerbedingungen
wird im Wildtyp GFP exprimiert,
in der Mutante nicht (links jeweils

B Wt AnosA das korrespondierende
Hellfeldbild). Bei extrem langer

Belichtungszeit (750 msec.) ist
nur schwache Autofluoreszenz der
Konidien erkennbar. Wt = in (A)
Wildtyp FGSC26; in (B) Stamm
SWHHgfp;, AnsdD= in (A)
SKV30 in (B) SKV51

3.5 Regulation von nosA

Nachdem bereits eine Regulation von /xt4 und cped durch nosA gezeigt wurde, stellte sich
die Frage durch welche Faktoren nos4 reguliert wird. Bisher ist sehr wenig iiber die
Zusammenhidnge der einzelnen Regulatoren der sexuellen Entwicklung bekannt. Zwar sind
einige Regulatoren beschrieben, doch die Verkniipfung der einzelnen Fragmente ist bisher

noch nicht gegliickt.
3.5.1 Expression von nsdD in einem AnosA-Stamm

Die Uberexpression des Regulators nsdD hat einen Phiinotyp, der zumindest seine Rolle im
Zusammenhang mit nosA kliaren konnte. Wird nsdD iiberexprimiert, so startet die sexuelle
Entwicklung unter Bedingungen, die im Wildtyp keine Entwicklung zulassen, z.B. in
Fliissigkultur, aber auch auf Hochsalzmedium (0,6 M KCI). Durch eine Uberexpression von
nsdD in einem AnosA-Stamm, konnte so iiberpriift werden, ob der Stopp der sexuellen
Entwicklung in der AnosA-Mutante durch eine verstirkte Expression von nsdD iiberkommen
werden kann. Dafiir wurde das nsdD Uberexpressionsplasmid pMS19 (nsdD unter Kontrolle
des konstitutiv aktiven Promotors der Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase gpdA4) in

den AnosA-Stamm SKV37 transformiert und die Transformanden auf KCI-Platten 5 Tage



IV. Ergebnisse 77

wachsen gelassen (Abb. 29). Die Uberexpression von nsdD konnte den Stopp in der sexuellen
Entwicklung der nosA-Mutante nicht ausgleichen, es wurden keine Kleistothezien gebildet.
Demzufolge muss nosA hinter nsdD in der Regulationskette liegen, oder an einem parallelen

Weg beteiligt sein.

Wt AnosA

gpd(p)::nsdD

Abb. 29: Uberexpression von nsdD fiihrt nicht zur Kleistothezienentwicklung in der nos4-Mutante. nsdD
wurde mit Hilfe des konstitutiv aktiven Promotors gpd exprimiert. Expression in einem Wildtyp fiihrt zur
Bildung von reifen Kleistothezien auf KCl-haltigen (0,6 M) Platten; in einem Anos4-Stamm ist diese
Entwicklung nicht moglich.

3.5.2 Regulation von nosA durch rosA in Fliissigkultur

In Kapitel 2.1.2 wurde bereits gezeigt, dass rosA die Transkription von verschiedenen
Regulatoren der sexuellen Entwicklung in Fliissigkultur reguliert, was in der ArosA-Mutante
zu einer Deregulation dieser Gene, und der daraus resultierenden Hiillezellbildung in
Fliissigkultur fithrt. Da auch nosA eine Rolle als Regulator der sexuellen Entwicklung spielt,
wurde die Transkription von nosA in Fliissigkultur in der rosA-Mutante via Northern-Blot-
Analyse untersucht. Wie in Kapitel 2.1.2 wurde RNA zu verschiedenen Zeitpunkten des
Wachstums in einem Wildtyp und der Aros4-Mutante extrahiert und mit einer nosA
spezifischen Sonde hybridisiert. In Abb. 30 sicht man deutlich, dass auch die Transkription

von nosA in der ArosA-Mutante dereguliert und im Vergleich zum Wildtyp verstérkt ist.
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A Abb. 30: Expression von nosA in einer
24 h 48 h 72 h ArosA  Mutante. (A)  Schematische
Darstellung des Wachstums der
Wt M M M verschiedenen Stdmme in Flissigkultur, M=
ArosA M H H veg. Myzel, H= Hiillezellen. (B) Northern-
Blot-Analyse der nosA Transkription. Die
Transkription von nosd ist in der ArosA
B Mutante drastisch verstirkt. Die Detektion
Wt ArosA erfolgte mit einer nosd spezifischen *’P-
<+ © &N < oo « markierten Sonde. TRNA wurde nach dem
N ¥ & 5 K& Transfer auf eine Membran mit Methylenblau
— als Ladekontrolle gefirbt. Wt = FGSC26,

nosA - ArosA =SKV8

rRNA

4. Proteom-Analyse

Zusitzlich zu den gerichteten Ansdtzen der Identifizierung zweier Regulatoren, wurde auch
ein ungerichteter Ansatz zur Identifizierung von in der sexuellen Entwicklung bendtigten
Proteinen durchgefiihrt. Dies geschah mittels einer Proteom-Analyse, also der Auftrennung
von Proteinrohextrakten mittels 2D-Gelelektrophorese, und einer darauf folgenden
massenspektrometrischen Identifizierung der Proteine. Fiir die Identifizierung der Proteine ist
das Vorhandensein einer annotierten Proteindatenbank des Organismus sehr hilfreich,
weshalb diese Methode erst seit kurzer Zeit fiir A. nidulans zugénglich ist.

Die Proteom-Analyse diente dabei zum Erreichen von zwei Zielen. Zum Einen sollten
entwicklungsspezifische Proteine identifiziert werden, die an den Prozessen der
Fruchtkorperbildung und der Reifung der sexuellen Sporen beteiligt sind. Zum Anderen
sollten direkte Zielgene, bzw. ihre korrespondierenden Proteine, des neuen Regulators nosA
gefunden werden. Fiir die Analyse der verschiedenen Differenzierungsstadien wurden
Proteinextrakte von Mutanten mit Extrakten aus einem Wildtypstamm verglichen. Durch die
Nutzung von Mutanten ist die Unterscheidung zwischen nur fiir die sexuelle Entwicklung
ndtigen und durch Hunger induzierten Proteinen mdglich. Dies wére bei einer Analyse eines
Wildtyps zu verschiedenen Zeitpunkten nicht moglich. Da zu dem Zeitpunkt der spéten
sexuellen Entwicklung (120 Stunden Wachstum) bereits ein Grofiteil der Kohlenhydrate im
Medium verbraucht sind und somit Hungerbedingungen unter diesen Kultivierungsmethoden

herrschen, ist diese Unterscheidung wichtig.
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Alle Stamme wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert, welche die sexuelle
Entwicklung im Wildtyp induziert. Zu jeweils zwei Zeitpunkten wurde das Myzel geerntet.
Einmal in der frithen sexuellen Entwicklung nach 48 Stunden, und dann in der spéten,
abgeschlossenen sexuellen Entwicklung nach 120 Stunden. Eine Mutante wichst jedoch rein
asexuell (nsdD), wihrend die andere Mutante mit der sexuellen Differenzierung beginnt, doch
nach der Bildung von Primordien stoppt (nosA) (siche Abb. 31). Somit ist ein Vergleich der
Proteinmuster zwischen frither und spiter sexueller, sowie der asexuellen Entwicklung
moglich. Zusitzlich konnten dadurch Zielproteine des Regulators nosA identifiziert werden.
Die zu vergleichenden Stdmme haben keine Mutationen aufler der kenntlich gemachten in
einem Gen. Somit sind artifizielle Befunde durch z.B. eine Auxotrophie nicht moglich. Dies
ist sehr wichtig, da ein Einfluss von z.B. verschiedenen Aminosdurenauxotrophien auf die
sexuelle Entwicklung bereits gezeigt wurde (Busch et al., 2001; Eckert et al., 1999). Zur
Kultivierung der Stimme wurde Minimalmedium (MM) genutzt, da dieses im Gegensatz zu
Komplettmedium (CM) weder Hefeextrakt noch Pepton enthdlt. Somit ist die Gefahr des

Eintrages von Fremdproteinen in die Proteinextrakte verringert.

Abb. 31: Darstellung der

. unterschiedlichen Ent-
AnsdD AnosA Wlldtyp wicklungsmutanten zu den
Konidiophore: +++ + + Zeitpunkten der

Probennahme. Die AnsdD-
Mutante entwickelt sich rein
asexuell, diese Entwicklung der
Konidiophore ist nach 48 Std.
bereits beendet. Die AnosA-
48 Std. Mutante  beginnt mit der
sexuellen Entwicklung, stoppt
aber ungefdhr nach 40 Std.;
nach 120 Std. sind vereinzelt
Mikrokleistothezien zu finden.
120 Std Im Wildtyp ist die sexuelle
Entwicklung nach 120 Std.
abgeschlossen. (AnsdD =

AnosA = ; Wt =FGSC A4)

Kleistothezien: - (+) ++ +

4.1 Optimierung der 2D-Gelelektrophorese

Hohe Salzkonzentrationen in der Probe erschweren die Auftrennung von Proteinen wéhrend
der isoelektrischen Fokussierung. Deshalb wurde zur Aufbereitung der Proben ein einfacher
TRIS/EDTA-Puffer gewdhlt. Der Aufschluss der Proben wurde mechanisch in fliissigem
Stickstoff durchgefiihrt. Zur besseren Reproduzierbarkeit der Aufschliisse wurde dafiir anstatt
eines Morsers eine Kugelmiihle genutzt. Da in ersten Probeldufen schon signifikante

Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Stadien festgestellt werden konnten, wurde auf
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eine problematischere Isolierung von Membranproteinen verzichtet und ausschlieBlich die im
TE-Puffer 16sliche Proteinfraktion analysiert.

Fiir die erste Dimension, die isoelektrische Fokussierung (IEF), wurden bereits
vorgefertigte Streifen mit einem immobilisierten pH-Gradienten (IPG) genutzt. Es gibt eine
grofBe Auswahl an verschiedenen pH-Bereichen, die dabei abgedeckt werden. Der grofite
Bereich, den man abdecken kann, ist von pH 3-10. Der kleinste liegt in einem pH-Bereich von
eins, z.B. pH 4,5-5,5. Da die Auftrennung der einzelnen Proteinspots in einem sehr engen
pH-Bereich sehr gut ist, man aber nur einen kleinen Teil aller Proteine fokussieren kann, muss
ein Kompromiss von diesen beiden Faktoren gefunden werden. Dafiir wurden verschiedene
Proteinextrakte in einem pH-Bereich von 3—10 im Vergleich mit einem pH Bereich von 3-7
fokussiert und anschlieBend ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Dabei zeigte sich, dass die Proteine
mit den pH 3-7-Streifen deutlich besser voneinander getrennt werden und ein Grof3teil der
Proteine auch in diesem pH-Bereich fokussiert. Im pH-Bereich von 3—10 finden sich zwar
mehr Proteine, doch die wesentlich schlechtere Fokussierung und ein nur geringer Zuwachs
an neuen Protein-Spots rechtfertigte eine Nutzung des kleineren pH-Bereiches in den

folgenden Experimenten (ein Beispiel ist in Abb. 32 zu sehen).

pH 3 pH10 pH4 ] pH7

“y s "

Abb. 32: Vergleich der isoelektrischen Fokussierung im pH-Bereich von 3-10 (links) und 4-7 (rechts).
Proben aus einem Proteinextrakt wurden mit unterschiedlichen IPG-Streifen aufgetrennt. Die gestrichelte Linie
links zeigt ungefahr den pH von 7, was bedeutet, dass alle Proteine, die links dieser Linie liegen auf dem rechten
Gel zu finden sind. Die Proteine, die rechts der Linie liegen, lassen sich mit IPG-Streifen von pH 4-7 nicht
auftrennen. Die deutlich bessere Auftrennung der Proteine mit dem pH 4-7er Streifen, und der eher geringe
Verlust von Proteinen, die sich nicht in diesem pH-Bereich auftrennen lassen, rechtfertigt eine Nutzung der pH
4-Ter Streifen. Es wurden jeweils 100 pg Protein aufgetrennt, die Detektion der Proteine erfolgte durch eine
Silberfarbung. Die IPG-Streifen hatten eine Lénge von 24 cm.
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4.2 Analyse der Proteinmuster

Fiir die Analyse der Proteinmuster zu einem frithen und einem spéten Stadium der sexuellen
Entwicklung wurden die Stimme FGSC A4 (Wildtyp), SKV32 (AnosA) und SKV49 (AnsdD)
jeweils auf einer MM Platte vorkultiviert und eine Sporensuspension in sterilem H,0
hergestellt. Die Anzahl der Sporen wurde mit Hilfe einer Helber-Zéhlkammer bestimmt, und
eine Sporensuspension mit 10° Sporen/ml hergestellt. Die fiir die Kultivierung bendtigten
Mediumsplatten wurden mit Minimalmedium gefiillt, und auf den festen Agar wurde zweimal
in Hy0 gewaschene Einmachhaut gelegt. Auf dieser Einmachhaut wurden 100 pl der
Sporensuspension mit einem Drigalski-Spatel gleichméBig verteilt. Die Einmachhaut
ermOglicht die Entfernung des Pilzmyzels auch nach mehrtigigem Wachstum vom Medium,
und beeintrichtigt dabei nicht das Wachstum des Pilzes. Die inokulierten Platten wurden mit
Klebeband geschlossen. Dies stimuliert die sexuelle Entwicklung, vermutlich durch die
Erhohung des CO,-Partialdruckes. Die Platten wurden mit Aluminiumfolie umwickelt, um
eine Inkubation in vollstindiger Dunkelheit zu gewéhrleisten, und 48, bzw. 120 Stunden bei
37°C inkubiert.

Das Pilzmaterial wurde nach dieser Zeit mit einem Spatel vorsichtig abgekratzt und
sofort in fliissigem Stickstoff zwischengelagert. Der mechanische Aufschluss des Materials
erfolgte in einer Kugelmiihle. Das zerkleinerte Material wurde 1 zu 2 (Gewicht zu Volumen)
mit TE-Puffer (10 mM pH 8) mit PMSF bei 4°C eine Stunde schiittelnd gemischt. Durch eine
schwache Zentrifugation (5000xg, 15 Min.) wurde der Hauptteil der Zelltriimmer vom
Proteinextrakt getrennt. Eine zweite Zentrifugation (12000xg, 1 Std.) trennte den Rest der
Zelltrimmer vom Proteinextrakt. Die Proteinextrakte wurden aliquotiert und bei —80°C
gelagert. Die Proteinbestimmung der Proben erfolgte unmittelbar vor der isoelektrischen
Fokussierung mittels Bradforttest (Bio-Rad, Miinchen).

Von den drei unterschiedlichen Stimmen wurden jeweils vier 2-D-Gele erstellt.
Jeweils zwei der vier Gele wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff cy3 (Amersham, Freiburg),
die anderen beiden mit cy5 gefarbt. Die Gele wurden mit Hilfe der Decodon Delta2D-
Software (Decodon, Greifswald) ,.iibereinander gelegt®, und fungierten dann als Mastergele.
Nach einer automatischen Spot-Erkennung wurden die Proteinmuster der unterschiedlichen
Stimme miteinander verglichen. In Abb. 33 ist das {ibereinandergelegte Master-Gel des
AnosA-Stammes exemplarisch im Vergleich mit dem Master-Gel des Wildtypes zum
Zeitpunkt 48 Stunden zu sehen. Auch wenn zu diesem Zeitpunkt morphologisch noch nicht
viele Unterschiede zwischen beiden Stimmen ersichtlich sind (siehe Abb. 31), so erkennt man

schon deutliche Unterschiede in den Proteinmustern. Bei morphologisch stirker
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divergierenden Stadien gibt es jedoch wesentlich stirkere Unterschiede in den

Proteinmustern.

pH4 pH7

Abb. 33: Vergleich der Proteinmuster des
Wildtypes mit einem AnosA-Stamm in der friihen
sexuellen Entwicklung (48 Std.). Das aus vier Gelen
erstellte Mastergel der Proteine des Wildtypes ist blau,
das des AnosA-Stammes ist braun. Somit erscheinen
Proteine, die im Wildtyp stdrker vorhanden sind blau,
Proteine, die in beiden Proben sind, schwarz und,
diejenigen, die nur in der Mutante zu finden sind,
braun. Diese farbige Darstellung ist nicht verldsslich,
da durch Kontrastverstirkungen auch in den
Proteinmustern Verstirkungen auftreten. Deshalb gibt
diese Abbildung nur einen groben Uberblick.

Zur genauen Analyse der unterschiedlichen Proteinmuster wurde durch die benutzte Software
die Intensitit der Spots quantifiziert. Dabei wurden Durchschnittswerte von jeweils zwei
identischen Gelen erstellt. So konnten die unterschiedlichen Stadien verldsslich miteinander
verglichen werden. Es wurde immer der frithe Zeitpunkt der sexuellen Entwicklung mit dem
spéiten Zeitpunkt eines Stammes verglichen. Als ein hochreguliertes Protein wurden Proteine
bezeichnet, deren Spotintensitit mindestens zweifach hoher als auf den Gelen des zweiten
Zeitpunktes der Analyse war. Nach Analyse der drei unterschiedlichen Stimme, kommt man
zu folgenden Diagrammen (Abb. 34 und Abb. 35). Das Diagramm der Abbildung 34 zeigt die
Proteine, die nach 48 Stunden Entwicklung eine erhohte Expression im Vergleich mit dem
Proteinmuster nach 120 Stunden zeigen. Die Zahl in den Kreisen gibt die Anzahl der Proteine
wider, die Zahl in Klammern darunter die Anzahl der bereits mittels MALDI-TOF (matrix
assisted laser desorption/ionization — time of flight) identifizierten Proteine (in Tab. 16 und
17). Im Wildtyp sind z.B. nach 48 Stunden Wachstum insgesamt 351 Proteine zweifach
starker exprimiert, als nach 120 Stunden. Fiinfzehn dieser Proteine sind bereits identifiziert
(EIf dieser Proteine sind nur im Wildtyp erhdht, drei sind ebenfalls im AnosA-Stamm, und
eines im AnosA-Stamm und AnsdD-Stamm erhoht). Von den 351 Proteinen sind 63 Proteine
auch in einem AnosA-Stamm nach 48 Stunden Wachstum in ihrer Expression erhéht, im
Vergleich zum AnosA-Stamm nach 120 Stunden. Von diesen 63 Proteinen sind acht
identifiziert.

Die identifizierten Proteine (Tab. 16 und 17) liegen mit ihrem theoretischen
isoelektrischen Punkt (IP) in einem Bereich von pH 4,5 bis 6,8 (nur zwei theoretische

Proteine fallen aus diesem Bereich heraus). Da bei der isolelektrischen Fokussierung ein
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Bereich von pH 4 bis 7 benutzt wurde, passen diese Ergebnisse gut zusammen. Die
theoretische Masse der Proteine liegt bei 25 bis 98 kDa (ein vermutlich falsch annotiertes
Protein mit 5,7 kDa ist allerdings dazwischen). Auch dies passt sehr gut, denn kleinere
Proteine sollten bereits aus dem Gel ausgetreten und groBere Proteine sollten nicht eintreten
kénnen. Die Identifizierung scheint also gut zu funktionieren und auch die annotierte

Genomdatenbank scheint fiir diese Zwecke gut geeignet zu sein.

AnosA AnsdD
(170) (267)

wt
(350)

Abb. 34: Anzahl der Proteine, die nach 48 Stunden stirker als nach 120 Stunden exprimiert sind.
Dargestellt sind die Proteine, die mindestens zweifach stirker exprimiert sind im Vergleich zum spéteren
Stadium. Die Zahl in den Kreisen gibt die gesamte Anzahl der Proteine wider, die Zahl in Klammern darunter
die Zahl der bereits identifizierten Proteine (siehe Tab. 16). Proteine, die in allen drei Stimmen zum frithen
Zeitpunkt der Entwicklung stirker exprimiert sind, haben vermutlich eine generelle und keine fiir die sexuelle
Entwicklung spezifische Funktion.
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Tabelle 16: Identifizierte Proteine, die nach 48 Stunden Wachstum mindestens zweifach stiarker als nach
120 Stunden exprimiert sind.

B Faktor der verstirkten
Spot- Aspergillus ID- Hochste Ahnlichkeit berechneter berechnete | Expression (Spot-Volumen
Nummer Nummer ' Isoelektrischer Masse 48/ Spot Volumen 120)
(auf Gel) Punkt (IP) (kDa) im im im
WT | AnsdD- | AnosA-
Stamm | Stamm
Nur im WT stiirker exprimierte Proteine (11):
ID58642 | AN0446.2 Hypothetisches Protein 6,6 95 17,6
(N. crassa)
ID57872 | AN0554.2 Aldehyde Dehydrogenase | 6,4 54 9,7
(A. niger)
ID57901 | AN0932.2 Glutathione-disulfide 4,5 52 3,1
Reduktase (V. crassa)
ID57701 | AN1047.2 Hitzeschock Protein 5,0 81 2,0
Hsp88 (4. fumigatus)
ID57865 | AN2981.2 Glukose-6-Phosphat 1- 6,5 59 9,5
Dehydrogenase (4. niger)
ID58163 | AN4501.2 ArtA 14-3-3 like Protein | 4,7 29 4,2
(A. nidulans)
ID58029 | ANS5129.2 Formamidase 4,9 70 3,4
(Paracoccidioides
brasiliensis)
ID58131 | AN5744.2 ArtA14-3-3 like Protein 4,8 30 3,1
(A. nidulans)
ID57932 | AN6563.2 Translation Elongation 6,4 46 6,7
Factor eEF-1, gamma
chain (V. crassa)
ID58621 | AN7388.2 CpeA (A. nidulans) 6,1 82 2,8
ID57732 | AN8269.2 Hitzeschock Protein 80 4,9 80 4,6
(N. crassa)
Nur im AnsdD-Stamm stéirker exprimierte Proteine (6):
ID67336 | AN0688.2 Transketolase (4. 6,1 76 2,1
fumigatus)
ID67278 | AN1638.2 Aminopeptidase (4. 52 98 2,9
niger)
ID67621 | ANS5129.2 Hitzeschock Protein 70 4,9 70 2,8
(A. fumigatus)
ID67496 | ANS5746.2 Enolase (Penicillium 5,4 47 2,6
citrinum)
1D68260 | AN7895.2 Putative Zink-bindende 5,1 33 2.1
Dehydrogenase
(Aeromonas punctata)
ID67772 | AN9136.2 Keine Homologen, 10 5,7 2,7
vermutlich falsch
annotiert, da so klein
(50As).
Nur im AnosA-Stamm stirker exprimierte Proteine (3):
ID72310 | AN1246.2 Adenosylhomocysteinase | 6,6 45 2,1
(S. cerevisiae)
ID73023 | AN2867.2 Phosphoglukomutase (4. | 5,9 61 2,1
nidulans)
1D72453 | AN3106.2 Vermutlich falsch 5,8 189 2,7
annotiert, da drei
unterschiedliche Proteine
auftauchen
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Im WT und AnsdD-Stamm stéirker exprimierte Proteine (0):

Im WT und AnosA-Stamm stirker exprimierte Proteine (3):

ID58330 | ANO0641.2 Translationell- 4,6 20 4,7 2,5
kontrolliertes, Tumor-
assoziiertes Protein
P23fyp (S. pombe)

ID57688 | AN7254.2 Cdc48p Homolog (S. 4,9 91 2,1 3,0
pombe)

ID57712 | AN9339.2 CatB Katalase B (4. 4,8 79 13,6 3,6
nidulans)

Im AnosA und AnsdD-Stamm stéirker exprimierte Proteine (1):

ID67543 | AN4376.2 GdhA Glutamat- 6,3 50 2,5 2.4
dehydrogenase A (4.
nidulans)

In allen drei Stiimmen stirker exprimierte Proteine (1):

ID58036 | AN7914.2 Putative Zink-bindende 4,9 36 4,9 4,6 5,1
Dehydrogenase
(Aeromonas punctata)

Thttp://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus/index.html

4AnosA AnsdD
(191) (288)

wt
(246)

Abb. 35: Anzahl der Proteine, die nach 120 Stunden stirker als nach 48 Stunden exprimiert sind.
Dargestellt sind die Proteine, die mindestens zweifach starker exprimiert sind im Vergleich zum frithen Stadium.
Die Zahl in den Kreisen gibt die gesamte Anzahl der Proteine wider, die Zahl in Klammern darunter die Zahl der
bereits identifizierten Proteine (siche Tab. 17). Proteine, die nur im WT und welche, die im WT und AnosA-
Stamm erhoht sind, sind wahrscheinlich an der sexuellen Entwicklung beteiligt. Proteine, die nur im WT erhoht
sind, konnen Ziele des Regulators NosA sein. Proteine, die in allen drei Stimmen erhoht sind, stehen
moglicherweise mit Anpassungen an Hunger in Verbindung.
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Tabelle 17: Identifizierte Proteine, die nach 120 Stunden Wachstum mindestens zweifach stiarker als nach
48 Stunden exprimiert sind.

Faktor der verstirkten

Spot- Aspergillus ID- Héchste Ahnlichkeit berechneter berechnete | Expression (Spot-Volumen
Nummer Nummer ' Isoelektrischer | Masse (kDa) | 120 Std./ Spot Volumen
(auf Gel) Punkt (IP) 48)

im im im
WT | AnsdD- | AnosA-
Stamm | Stamm

Nur im WT stiirker exprimierte Proteine (10)

ID73965 | AN0297.2 Y20 Protein 6,1 22 3,9
(Paracoccidioides
brasiliensis)

ID73628 | AN1638.2 Aminopeptidase 5,2 98 3,1
(Aspergillus niger)

ID73521 | AN2903.2 Pepsinogen (Aspergillus | 4,7 43 2,5
oryzae)

ID73430 | AN3059.2 Phosphoglyceromutase 54 57 14,9
(Aspergillus oryzae)

1ID74252 | AN3432.2 UDP-Glukose 4- 5,4 37 3,9
Epimerase-like Protein
(Phytophthora sojae)

ID73375 | AN4591.2 Phosphoglukomutase 6,1 67 7,8

ID73520 | AN5746.2 Enolase (Penicillium 5,4 47 7,4
citrinum)

ID73906 | AN6024.2 Glutathione S- 6,0 25 2,0
transferase, Gamma
Klasse (Cunninghamella
elegans)

ID73609 | AN6525.2 Mogliche Formate 6,5 42 3,2
dehydrogenase (4.
nidulans)

ID73601 | ANS8107.2 Isoflavone Reduktase, 6,8 84 2,5
(A. fumigatus)

Nur im AnsdD-Stamm stérker exprimierte Proteine (5)

1D70249 | ANO0285.2 Glukosamine-6-Phosphat | 9,1 41 2.4
Isomerase

ID70613 | AN2829.2 Amidase-C (4. nidulans) | 6,3 59 2,0

ID70263 | AN7590.2 NADP-abhingige 6,6 28 2,0
Mannitol Dehydrogenase
(Cladosporium fulvum)

ID69741 | AN8021.2 VmaA V/A-type ATP 7,8 35 3,2
synthase (4. nidulans)

ID70127 | AN9194.2 Mogliche Nukleoside- 6,5 36 5,7
diphosphat-Zucker
epimerases (Cytophaga
hutchinsonii)

Nur im AnosA-Stamm stirker exprimierte Proteine (1)

1ID75454 | AN6004.2 Vipl, Funktion im 5,7 29 2,2

cortikalen
Aktincytoskelett (S.

pombe)
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Im WT und AnsdD-Stamm stéirker exprimierte Proteine (3)

ID74263 | AN2968.2 mogliche inorganische 5,4 34 2,3 34
Pyrophosphatase
(Neurospora crassa)

ID73574 | AN4871.2 ChiB Chitinase (4. 53 44 6,3 2.4
nidulans)

1ID74243 | AN6330.2 Elongationsfaktor 2 (EF- | 6,5 94 7,7 2,5
2) (N. crassa)

Im WT und AnosA-Stamm stirker exprimierte Proteine (3)

ID74426 | AN2828.2 B-D-glukosid 4,5 78 2,4 10,9
Glukohydrolase
(Hypocrea jecorina)

ID73950 | AN3756.2 Proteasome 5,7 25 10,2 2,5
Endopeptidase Komplex
PRE3 (8. cerevisiae)

ID73361 | AN6346.2 mogliche Dihydroxy- 6,7 65 8,9 2,5
acid-dehydratase (V.
crassa)

Im AnosA und AnsdD-Stamm stirker exprimierte Proteine (0)

In allen drei Stiimmen stirker exprimierte Proteine (4)

ID73416 | AN0812.2 B-Glucosidase 1 5,7 94 2,5 10,5 2,4
(Talaromyces emersonii)

ID73267 | AN2227.2 B-Glucosidase (S. 5,7 92 9,1 |63 23
pombe)

ID73497 | AN5123.2 Mogliche Dihydrodiol- 5,8 43 2,7 2,6 2,8
dehydrogenase (N.
crassa)

ID73531 | AN8514.2 Dimethylallyltryptophan | 5,0 46 6,9 20,1 2,1
synthase [Balansia
obtecta]

Thttp://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus/index.html
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V. Diskussion

Die sexuelle Entwicklung in dem Ascomyzeten A. nidulans ist ein stark regulierter und
komplexer Vorgang, wie alle eukaryotischen Differenzierungsprozesse. Die grundlegende
Erfoschung dieser Vorgidnge ist in dem relativ simplen Pilz wesentlich einfacher und
erfolgversprechender, als zum Vergleich die Erforschung der Regulierungsvorginge in

komplizierteren Eukaryoten, wie z.B. dem Menschen.

In dieser Arbeit wurden zwei putative Transkriptionsfaktoren, rosA und nosA,
identifiziert und charakterisiert, die einen wesentlichen Einfluss auf die sexuelle Entwicklung
in A. nidulans haben. Im Fall von nosA4 hat sich gezeigt, dass dieser Regulator fiir die
funktionsféhige sexuelle Reproduktion essentiell ist. Der Regulator rosA fungiert als ein
Repressor der sexuellen Entwicklung. Die beiden Regulatoren ros4 und nosA zeigen starke
Sequenzéhnlichkeiten zu prol aus S. macrospora. In den Genomen verschiedener
Ascomyzeten findet sich ein prol-dhnliches Gen, jedoch nur in der Gattung der Aspergillen
gibt es zwei dhnliche Gene. In dieser Diskussion soll das interessante Auftreten der beiden
Faktoren in den Aspergillen und ihre Funktion in 4. nidulans beleuchtet werden.

Weiterhin  wurde in dieser Arbeit eine Proteom-Analyse verschiedener
Entwicklungstadien von A. nidulans durchgefiihrt. In dieser Analyse fanden sich viele
unterschiedlich regulierte Proteine. Erst ein kleiner Teil dieser Proteine konnte identifiziert
werden, und so soll ihre hypothetische Funktion in den unterschiedlichen Entwicklungstadien

nur kurz erldutert werden.

Das Vorkommen und die Rolle der Prol-ihnlichen Proteine innerhalb der Ascomyzeten

In S. macrospora wurde durch UV-Mutagenese ein Gen, prol, identifiziert das in diesem
Ascomyzeten flir die Bildung von reifen Fruchtkdrpern notwendig ist (Masloff et al., 1999).
Das entsprechende Protein gehort zur Familie der Zn(II),Cysg binukledren Clusterproteine,
welche als Regulatoren ausschlieBlich in den Pilzen fungieren (Todd & Andrianopoulos,
1997). Im Fall des Ascomyzeten N. crassa konnte anhand des annotierten Genoms die

wichtige Rolle dieser Regulator-Familie gezeigt werden: 44% aller putativen
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Transkriptionsfaktoren in diesem Organismus gehoren dieser Gruppe an (Borkovich et al.,
2004).

Durch eine Sequenzanalyse der frei zugénglichen Genome verschiedener Pilze hat sich
in dieser Arbeit gezeigt, dass sich Prol-dhnliche Zn(I1),Cys¢ binukleédre Clusterproteine nur
innerhalb der Ascomyzeten in den Gruppen der Sordariomyzetes und Eurotiomyzetes finden.
Sowohl in den untersuchten Basidiomyzeten, wie auch in den Gruppen der Hemiascomyzetes
und den Archaeascomyzetes ist kein Prol-dhnliches Protein zu finden. Interessanterweise
fanden sich in den Genomen der drei untersuchten Aspergillen, und nur dort, zwei prol-
dhnliche Zn(I1),Cys¢ Proteine. Diese Proteine weisen 35% bis 46% identische Aminséduren zu
Prol auf. Eine genaue Analyse der Proteinsequenzen der Prol-dhnlichen Proteine aus den
verschiedenen Ascomyzeten ergab ein interessantes Bild. Die phylogenetische Nihe der
Organismen (auf Grundlage der 18S rRNA) bestitigt sich auch in der Proteinsequenz. D.h. die
Lage der Organismen untereinander, findet sich sowohl in einem Stammbaum, der auf der 18S
rRNA, als auch auf den Prol-dhnlichen Proteinen beruht (siche Abb. 7 und 8). Dabei bilden
drei Proteine aus jeweils einem der drei Aspergillen eine eigene kleine Gruppe (Abb. 8). NosA
und seine beiden dhnlichen Proteine aus A. fumigatus und A. oryzae, zeigen dabei eine groflere
Néhe zu Prol und sind sich auch untereinander sehr &hnlich (72% bzw. 73% identische
Aminosiuren im Vergleich mit NosA). Diese groBere Ahnlichkeit auf Sequenzebene
bestitigte sich nach der molekularen Analyse von nosA, dessen Deletion einen sehr dhnlichen
Effekt, wie die Deletion von prol hat. Somit zeigte sich, dass NosA wahrscheinlich in 4.
nidulans das Homologe zu Prol aus S. macrospora ist. RosA und seine beiden dhnlichsten
Proteine aus A. oryzae und A. fumigatus zeigen weniger Identitdt mit Prol, und sind auch
untereinander unterschiedlicher. Die Anzahl der identischen Aminosduren von RosA zu den

beiden Proteinen liegt bei 40%, bzw. 50%.

Ein Zusammenhang mit den Lebenszyklen der Organismen und des Auftretens der
Prol-Proteine lésst sich nicht herstellen. In der Gruppe der Aspergillen ist nur in A. nidulans
ein sexueller Zyklus beschrieben, obwohl es im Genom von A. fumigatus Hinweise auf einen
sexuellen Zyklus gibt (Dyer et al., 2003; Galagan et al., 2005). Alle drei Vertreter konnen sich
asexuell durch Konidienbildung vermehren. In der Gruppe der Sordariomycetes vermehrt sich
S. macrospora rein sexuell, N. crassa und P. anserina haben einen asexuellen und sexuellen
Zyklus. Daraus ergibt sich die Frage, warum nur in den Aspergillen ein weiteres Protein
existiert, das den anderen auf Sequenzebene sehr dhnlich ist und auch eine Funktion in der
Kontrolle der sexuellen Entwicklung hat. Eine Moglichkeit ist eine Genduplikation von nosA
in den Aspergillen, bzw. den Eurotiomycetes. Das daraus resultierende zweite Gen, rosA,

konnte eine zeitlang funktionslos gewesen sein, so dass sich in den unterschiedlichen
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Eurotiomyzeten dieses Gen ohne Nachteile fiir den Organismus verdndern konnte, bis es
wieder funktionell wurde (zumindest in 4. nidulans). Die Expression, bzw. Funktion in den
beiden anderen Aspergillen ist noch zu testen. Dies wiirde erkldren, warum sich ros4 und
nosA so stark unterscheiden. Die Unterschiede dieser beiden sind jedoch im Zn(II),Cyss
binukledren Cluster relativ gering. Dies ist die DNA-bindende Stelle des Proteins. Somit
binden beide Proteine moglicherweise an dhnliche Promotor-Bereiche. Dies wiirde erkléren,
warum beide Proteine eine Rolle in der sexuellen Entwicklung haben, denn sie wiirden beide
an den Promotoren, der in der sexuellen Entwicklung involvierten Gene, binden. Diese
Hypothese wird sich kldren lassen, wenn direkte Zielgene der beiden Regulatoren bekannt
sind. Dann kann durch Analyse der Promotorbereiche der Zielgene iiberpriift werden, ob es

dort Bindestellen fiir beide Regulatoren gibt.

Die Entstehung von rosA durch eine Genduplikation, konnte auch der Grund fiir die
starke Varianz der rosA-dhnlichen Gene der anderen beiden Aspergillen sein. Die durch die
Duplikation entstandenen Gene waren ohne Funktion und konnten so ohne selektiven Druck in
jegliche Richtung mutieren. Eine weitere Erkldrung dieses Phdnomens konnte natiirlich auch
ein sekundirer Verlust der ros4-dhnlichen Gene in den Sordariomyzeten sein. Spannend ist
die Frage, ab welchem phylogenetischen Zeitpunkt zwei dieser Proteine auftreten. Dafiir sind
weitere Untersuchungen in verschiedenen Pilzen (am besten nah mit den Aspergillen
verwandt) ndtig, oder aber ein 6ffentlicher Zugang auf die Genome bereits sequenzierter Pilze.
Ein Beispiel dafiir ist Penicillium marneffei, welcher relativ nah mit den Aspergillen verwandt
ist (siche Abb. 7). Dieser Pilz ist bereits sequenziert, doch die Sequenz ist leider noch nicht
offentlich zuginglich. Weiterhin wére eine Untersuchung der ros4-dhnlichen Gene in A.
oryzae und A. fumigatus spannend, um zu iiberpriifen, ob diese Gene eine dhnliche Funktion in
den beiden Pilzen haben. Da allerdings kein sexueller Zyklus bekannt ist, diirfte diese Arbeit

schwierig werden.

Funktion von rosA

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass rosA als ein Repressor der sexuellen Entwicklung
wirkt. Unter Bedingungen, wie Wachstum in Fliissigkultur oder auf Medium mit wenig
Glukose, verhindert ros4 die Einleitung der sexuellen Entwicklung. Interessanterweise waren
die Effekte der Deletion von rosA teilweise von einem anderen Regulator, ve4, abhingig. Die
Bildung von Hiillezellen in Fliissigkultur war von ved unabhingig, wéhrend die

Fruchtkorperbildung auf Medium mit wenig Glukose von einem funktionsfahigen ve4-Gen
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abhéngig war. So scheinen bei Wachstum auf festem Medium mehr Komponenten an der
Regulation beteiligt zu sein, als in Fliissigkulturen.

Das Auftreten der Hiillezellen in der Fliissigkultur eines ArosA-Stammes zeigt sich auf
trankriptioneller Ebene in der Hochregulierung der Transkripte der Regulatoren ved, nsdD,
stuA und auch nosA. Die Uberexpression von ve4 und nsdD fiihrt ebenfalls zu der Bildung von
Hiillezellen in Fliissigkultur (Han et al., 2001; Kim et al., 2002). Der Effekt von RosA ist
vermutlich die Repression dieser Regulatoren in Fliissigkultur. Fehlt dieser Repressor, so fiihrt
die deregulierte Expression von ved und nsdD zur Bildung der Hiillezellen. Der Befund, dass
die Transkription von nsdD bei Wachstum auf Platten 10 Stunden nach der Einleitung der
asexuellen Entwicklung stark herunter reguliert ist (Han, et al., 2001), wihrend die Expression
von rosA ungefahr zum selben Zeitpunkt ihr Maximum erreicht (sieche Abb. 16), korreliert
sehr gut mit den Daten der Expression in Fliissigkultur. Allerdings fehlen noch experimentale
Daten, die eine direkte Regulation von nsdD durch RosA zeigen.

Die Transkription von ros4 war nach einer kurzen Phase des Hungers (3 Stunden
Wachstum ohne Glukose) stark erhoht. Die sexuelle Entwicklung beginnt normalerweise,
nachdem die Kohlenstoffquellen im Medium verbraucht sind, deshalb werden auch
Reservestoffe fiir die Entwicklung bendtigt (Wei et al., 2001). Moglicherweise wird RosA
wiahrend kurzer Hungerphasen benétigt, um zu diesen Zeitpunkten eine Einleitung der
sexuellen Entwicklung zu verhindern. Dies wiirde auch die starke Expression von ros4 12
Stunden nach der Einleitung der asexuellen Entwicklung erkldren. Zu diesem Zeitpunkt ist
eine Aspergillus-Kolonie voller Konidiophore, die sich iiber das Substrat erheben. Durch ihre
rdumliche Trennung vom Substrat konnten die Konidiophore in ihrer Nihrstoffversorgung
limitiert sein.

Die Uberexpression von rosA hat einen drastischen Einfluss auf den Pilz. Es findet
keine Differenzierung in einer Kolonie statt, so dass weder asexuelle noch sexuelle Strukturen
gebildet werden. Nur vegetativ wachsende Hyphen sind zu erkennen, und die
Wachstumsgeschwindigkeit ist stark reduziert. Warum die Uberexpression von ros4, das als
Repressor der sexuellen Entwicklung dient, auch die asexuelle Entwicklung und das
Hyphenwachstum einschrénkt, ist schwer zu erklidren. Es gibt einige Hinweise, dass sowohl
sexuelle, als auch asexuelle Entwicklung mit dem Hyphenwachstum gekoppelt sind. So ist das
Wachstum der Hyphen in der fluG-Mutante, in der keine asexuelle Entwicklung stattfindet
(Lee & Adams, 1994), verstirkt. Auch die Deletion des G-Protein gekoppelten Rezeptors
gprD zeigt einen Zusammenhang zwischen Wachstum und Entwicklung, in diesem Fall der
Sexuellen (Han et al., 2004). Moglicherweise bewirkt die Expression von ros4 nach dem
Verbrauch der Kohlenstoffe im Medium ein reduziertes Wachstum. In dieser Phase passt sich

der Metabolismus den neuen Gegebenheiten an. Eine weitere Erkldrung fiir den drastischen
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Phinotyp der rosA-Uberexpression kann auch eine Missregulation verschiedenener
morphogenetischer und metabolischer Pfade sein, da RosA an dhnliche DNA-Binde Motive
anderer Zn(I1),Cyse binukledrer Clusterproteine binden konnte, wenn es in groen Mengen
frei in der Zelle vorliegt. Da das rosA-Transkript meist nur in geringen Mengen in der Zelle
vorkommt, was sich im schwierigen Nachweis des Transkriptes zeigte - teilweise sogar nur
mittels RT-PCR (siehe Abb. 17) - ist diese Uberlegung nicht zu vernachlissigen.

Die strikte Regulierung von RosA setzt sich auch auflerhalb der Transkription fort. So
finden sich in der Protein-Sequenz von RosA zwei putative PEST-Regionen. Diese sind fiir
eine schnelle Deaktivierung eines Proteins durch das 26S-Proteasom notwendig (Rechsteiner
& Rogers, 1996). Durch Phosphorylierung in der PEST-Region werden Proteine fiir die
Ubiquitinierung aktiviert, was zur Folge hat, dass ein Ubiquitinrest kovalent mit der e-
Aminogruppe eines internen Lysinrests des Zielproteins verbunden wird. An dieses Ubiquitin
werden dann im Regelfall weitere Ubiquitinreste kovalent gebunden, so dass eine Kette aus
mehreren Ubiquitineinheiten an das Zielprotein gebunden wird. Dies ist ein Erkennungssignal
fur das 26S-Proteasoms, das aus mehreren Untereinheiten von Proteasen besteht und das
markierte Protein abbaut (Hartmann-Petersen & Gordon, 2004). Die regulatorische Bedeutung
des Proteinabbaus durch das 26S Proteasom wurde erst kiirzlich durch Untersuchungen des
COPO9-Signalosoms in A. nidulans gezeigt. Dieser Multiproteinkomplex ist indirekt fiir die
Ubiquitinierung der Zielproteine des 26S Proteasoms verantwortlich (Busch et al., 2003). Im
Fall von RosA wurde die Funktionalitit der PEST-Sequenzen allerdings nicht experimentell
bestétigt.

AuBer der theoretischen postranskriptionellen Regulierung mittels Ubiquitinierung von
RosA gibt es noch experimentelle Hinweise auf eine Regulation der Funktion des Proteins. So
zeigte das mit GFP fusionierte RosA eine Lokalisierung im Zytoplasma und im Zellkern. Nur
wenn das Protein stark verkiirzt wurde (<294 Aminoséduren), lokalisierte es hauptséchlich im
Zellkern. Die Fusion der Region von As 294-449 an die NLS eines anderen
Transkriptionsfaktors reichte aus, um den Kerneintritt zu erschweren (allerdings nicht, um ihn
komplett zu verhindern). Dabei ist zu beachten, dass alle GFP-Konstrukte unter Kontrolle des
alcA-Promotors stehen, und deshalb stérker als in der natiirlichen Situation exprimiert werden.
Die Hinweise lassen den Schluss zu, dass RosA stark reguliert ist. Sowohl die Transkription,
die Proteinstabilitdt und die Lokalisierung des Proteins sind durch diese Regulation betroffen.
Dass die verschiedenen Regulationen von RosA eine wichtige Bedeutung haben, zeigt sich
durch den drastischen Effekt, der durch die Uberexpression von rosA4 hervorgerufen wird.

Insgesamt ldsst sich aus den in dieser Arbeit gewonnen Daten Folgendes schlieflen.
rosA ist ein Regulator, der die Einleitung der sexuellen Entwicklung unter bestimmten

Bedingungen verhindert. Es wird selber sehr stark reguliert, sowohl transkriptionell, wie auch
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posttranslationell. Im natiirlichen Habitat ist es fiir den Pilz essentiell, die zeit- und
energicaufwendige sexuelle Entwicklung nur unter Bedingungen einzuleiten, die eine
erfolgreiche Beendigung auch zulassen. Deshalb scheint es nur natiirlich, dass Regulatoren

diesen Prozess genau koordinieren. RosA ist anscheinend einer dieser Regulatoren.

Funktion von nosA

Die molekulare Analyse des zweiten Zn(I1),Cys¢ binukledren Clusterproteins, NosA, zeigte
Folgendes. NosA ist fiir eine richtig funktionierende sexuelle Entwicklung notwendig. Die
Einleitung der sexuellen Entwicklung funktioniert noch normal, doch die Entwicklung stoppt
nach der Bildung von Primordien, den ersten Anlagen der Fruchtkdrper. Es bilden sich nur
vereinzelt ,,Mikrokleistothezien®, die nur ein Zehntel der GroBle reifer Kleistothezien haben.
Interessanterweise finden sich in diesen ,Mikrokleistothezien reife Ascosporen.
Moglicherweise wird in diesen ,,Mikrokleistothezien® der Punkt des Stopps in der
Entwicklung irgendwie iiberbriickt und somit die -eingeleitete sexuelle Entwicklung
weitergefiihrt. Dass dies nicht besonders gut funktioniert, zeigt sich in der reduzierten Grof3e
der Fruchtkorper. Fiir diese Hypothese spricht die geringe Anzahl dieser Mikrokleistothezien,
nur ca. 1/100 der Menge an reifen Kleistothezien wie man sie im Wildtyp findet. In einem
Stamm mit der veAdl-Mutation, durch welche die sexuelle Fruchtkdrperbildung bereits
reduziert ist, finden sich nach der Deletion von nosA gar keine Fruchtkdrper mehr. Die
Mutation von prol in S. macrospora weist einen dem nosA sehr dhnlichen Phénotyp auf. Auch
in diesem Ascomyzeten stoppt die Fruchtkérperentwicklung zu einem sehr frithen Stadium
(Masloff, et al., 1999). Im Gegensatz zu nosA4 in A. nidulans ist der Stopp in der Entwicklung
100%ig. Es finden sich keine Minifruchtkdrper, bzw. Ascosporen. Moglicherweise gibt es in
A. nidulans einen Faktor, der die Funktion von nos4 in einem sehr begrenzten Rahmen
iibernehmen kann.

Sowohl die Proteinsequenzanalyse, wie auch die molekulare Analyse weisen auf
dieselbe Funktion von nosA in A. nidulans und prol in S. macrospora hin. Um zu kldren, ob
diese beiden Faktoren Homologe sind, ist der Versuch einer Komplementation in beiden
Organismen mit jeweils dem Gen des anderen Organismus, notwendig. Erst danach ldsst sich
diese Frage eindeutig kliren.

Eine endgiiltige Antwort auf die Frage nach der Funktion kann noch nicht gegeben
werden. Es gibt aber mehrer Mdoglichkeiten, wie der Entwicklungsstopp bei Fehlen von NosA

zustande kommen konnte. Diese werden im Einzelnen hier diskutiert.
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Das Expressionsprofil von nosA ist nicht spezifisch fiir die friihe sexuelle Entwicklung.
Dies ist jedoch das Stadium, in dem die Deletion am stérksten zum Ausdruck kommt. Das
nosA Transkript findet sich in allen Differenzierungsstadien, am stirksten findet die
Transkription jedoch in der spiten asexuellen Entwicklung und unter Hungerbedingungen
statt. Schon fiir die beiden Regulatoren nsdD und ved wurde eine konstitutive Expression in
allen Entwicklungsstadien mit wenigen Schwankungen gezeigt, obwohl beide nur fiir die
sexuelle Entwicklung essentiell sind (Han, et al., 2001; Kim, et al., 2002). Die Regulierung der
sexuellen Entwicklung iiber diese Faktoren, sowie nosA, konnte also auf post-transkriptionelle
Weise erfolgen. nos4 unterscheidet sich von nsdD und ved aber durch eine starke
Hochregulierung des Transkriptes unter Hungerbedingungen und in der spiten asexuellen
Entwicklung. Der Zusammenhang von Stress im Allgemeinen und Hungerstress im Speziellen
mit der sexuellen Entwicklung ist bereits mehrfach diskutiert wurden. So fand sich z.B. in
einer cDNA-Klonbank, die spezifisch fiir die sexuelle Entwicklung ist, ein hoher Anteil von
Sequenzen, die aufgrund ihrer Homologien eine Funktion der korrespondieren Gene in der
Anpassung an Stressbedingungen nahe legen (Scherer, 2001). Es ist moglich, dass Gene, die
spezifisch in der sexuellen Entwicklung bendtigt werden, auch spezifisch unter
Hungerbedingungen induziert sind.

Zwei Beispiele dafiir sind der Hexostransporter HxtA (Wei et al., 2004) und die
Katalase/Peroxidase CpeA (Scherer et al., 2002). Beide Gene werden wihrend der sexuellen
Entwicklung und unter Hungerbedingungen stark exprimiert. Durch Northern-Blot-
Experimente und Untersuchungen mit dem in vivo Fluoreszenzprotein GFP konnte ein
Zusammenhang zwischen nos4 und den beiden Zielgenen der sexuellen Entwicklung, AxtA
und cped, hergestellt werden. In einem AnosA-Stamm war keine Expression von /xt4 und
cpeA unter Hungerbedingungen induzierbar. Diese beiden Gene werden von nosA4 reguliert.
Die Funktion von nosA4 konnte also die Aktivierung von Zielgenen der sexuellen Entwicklung
sein. Werden diese Gene nicht mehr aktiviert, stoppt die Entwicklung der Fruchtkdrper zu
einem sehr frithen Zeitpunkt, da z.B. die Versorgung mit Néhrstoffen nicht gewéhrleistet ist.
Zur Bestitigung dieser Ergebnisse wire es interessant, eine Uberexpression von nosA auf die

Transkription von /xt4 und cpeAd zu untersuchen.

Neben einer spezifischen Funktion von NosA im sexuellen Zyklus und der Regulation
von entwicklungsspezifischen Genen ist es auch denkbar, dass der Defekt in der sexuellen
Entwicklung des AnosA-Stammes nicht spezifisch, sondern durch die Missregulierung des
Metabolismus ausgeldst wird. Es ist seit langem bekannt, dass Stimme mit Aminosdure-

Auxotrophien in A. nidulans die Kleistothezienentwicklung nicht beenden, auch wenn sie auf
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Medien kultiviert werden, die mit der entsprechenden Aminosédure supplementiert sind (Kéfer,
1977). Der Entwicklungsstopp erfolgt dabei vor der Meiose. Dieser Entwicklungsstopp lasst
sich jedoch durch eine erhdhte Konzentration der Aminoséure iiberwinden (Busch et al., 2001;
Eckert et al., 1999). In der nos4-Mutante erfolgte dieser Stopp jedoch friiher, bzw. in den
»Mikrokleistothezien gar nicht, und eine erhdhte Aminosdure-Konzentration im Medium
fiihrte zu keiner Verdnderung. Auflerdem hatten einige der untersuchten AnosA4-Stdmme keine
Auxotrophie.

Besteht jedoch ein Mangel an einer einzelnen Aminosiure, z. B. Histidin oder
Tryptophan, so wird in Ascomyzeten ein transkriptionelles Netzwerk von Genen
verschiedener Aminosiure-Biosynthesewege aktiviert, das als ,.cross pathway control*
bezeichnet wird. Dieses Netzwerk wird in 4. nidulans unter Mangelbedingungen durch den
Transkriptionsfaktor CpcA aktiviert und bei ausreichender Versorgung mit Aminosduren
durch CpcB reprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass ein regulatorischer Zusammenhang
zwischen der Kleistothezienbildung und dem ,,cross pathway control® Netzwerk existiert, da
die Uberexpression von CpcA, unabhiingig von der Aminosiureversorgung, sowohl die
Aktivierung der Aminosdure-Biosynthesewege als auch den Abbruch der sexuellen
Entwicklung zur Folge hat (Hoffmann et al., 2000). So konnten verschiedene metabolische
Wege durch das Fehlen von NosA gestort sein, was zu einer Aktivierung des ,,cross pathway
control* Netzwerkes und somit zu einem Stopp der sexuellen Entwicklung in einem frithen
Stadium fiihrt. Fiir diese Hypothese spricht die Beobachtung, dass bei einer Uberexpression
von cpcA die sexuelle Entwicklung nach der Bildung von Primordien abbricht. Dagegen
spricht allerdings, dass bei der Uberexpression von cpcA keine , Mikrokleistothezien* mit
reifen Ascosporen gefunden wurden (Hoffmann, et al., 2000). Eine Untersuchung der cpcA4-
Transkription in der nos4 Deletionsmutante sollte diese Frage kldren. Falls NosA tatsédchlich
eine Rolle in der ,cross pathway control” hat, wiirde dies auch das Vorhandensein von

Homologen von NosA in den beiden asexuellen Aspergillen erklaren.

Eine Moglichkeit, wie nosd4 spezifisch mit der sexuellen Differenzierung
zusammenhdngen kann, ergibt sich bei der Betrachtung der Einleitung der sexuellen
Entwicklung durch ein Pheromonsystem. In S. cerevisae ist ein solches System bereits gut
beschrieben (Bardwell, 2004). S. cerevisiae ist nicht homothallisch und bendtigt fiir die
sexuelle Entwicklung zwei Kreuzungspartner mit unterschiedlichen Kreuzungstypen. Die
Erkennung zweier Hefezellen unterschiedlichen Kreuzungstyps untereinander erfolgt durch
die Detektion von Peptid-Pheromonen. Jeder der beiden Kreuzungspartner gibt ein Pheromon
ab, das der andere Partner mittels eines spezifischen Rezeptors detektieren kann. Die

Rezeptoren, Ste2p und Ste3p, sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Durch das



V. Diskussion 96

gegenseitige Erkennen wird die Einleitung der sexuellen Entwicklung moglich. In 4. nidulans
finden sich beide GPCRs, gpr4 und gprB genannt, in einem Organismus (Seo et al., 2004).
Dies erscheint bei der homothallischen Entwicklung des Pilzes einleuchtend. Wird einer dieser
beiden Rezeptoren deletiert, findet sich ein dhnlicher Phénotyp, wie bei der Deletion von
nosA. Die sexuelle Entwicklung ist gestort und es werden nur noch wenige
,Mikrokleistothezien® mit reduzierter Ascosporenzahl gebildet. Es werden leider keine
genauen Angaben iiber die Anzahl der ,,Mikrokleistothezien® gemacht, oder iiber die Stadien,
in dem die Entwicklung abbricht. Aber allein durch die Ahnlichkeit der Phéinotypen erscheint
ein Verlauf der Signalweiterleitung des Pheromonsystems iiber nos4 mdoglich. Spannend ist
die Entdeckung, dass eine Uberexpression von nsdD den Effekt der Deletion von gprd, bzw.
gprB teilweise ausgleichen kann, also wieder groBe Kleistothezien gebildet werden (Seo, et
al., 2004). In der nosA-Deletionsmutante ist dies durch Uberexpression von nsdD nicht
moglich. Hypothetisch lduft die Signalweiterleitung der Pheromonantwort tiber nsdD zu nosA

und dann zu den Zielgenen der sexuellen Entwicklung.

Einordnung von RosA und NosA in das bisher bekannte Bild

Unter den bisher bekannten Proteinen mit Einfluss auf die sexuelle Entwicklung sind sehr
wenige Zusammenhénge gezeigt. Wie lassen sich die beiden in dieser Arbeit charakterisierten
putativen Transkriptionsfaktoren in das Bild der bisher beschriebenen Faktoren einbringen?
RosA wirkt als ein Repressor der sexuellen Entwicklung unter fiir die sexuelle Entwicklung
unpassenden Bedingungen, wie Fliissigkulturen, niedrigen Glukosekonzentrationen, hohen
Salzkonzentrationen, und unzureichenden Stickstoffquellen. Dazu reprimiert RosA die
Transkription der Regulatoren ved, nsdD, stud und nosA, was fiir eine Fliissigkultur gezeigt
wurde. Die Lichtregulation, die fiir einen Wechsel zwischen sexueller und asexueller
Entwicklung notwendig ist, ist von RosA unabhéngig.

Die Funktion von NosA liegt nach der Einleitung der sexuellen Entwicklung. Im
Gegensatz zu den bekannten Regulatoren VeA und NsdD wird die sexuelle Entwicklung in
der nosA Deletionsmutante noch eingeleitet und stoppt nach der Bildung von Hiillezellnestern
mit Primordien. In Fliissigkultur wird die Transkription von nos4 durch rosA reprimiert. Die
Einleitung der sexuellen Entwicklung auf festem Medium kann durch ein &hnliches
Pheromonsystem eingeleitet werden, wie dem aus S. cerevisiae Bekannten. Die Detektion der
Pheromone erfolgt iiber die beiden G-Protein gekoppelten Rezeptoren gpr4A und gprB. Die
Weiterleitung der Signale lduft unter anderem auch iiber nsdD. Allerdings kann die verstirkte

Expression von nsdD den Effekt der nos4 Deletion nicht {iberbriicken, somit liegt nsdD in der
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Regulationskaskade entweder vor nosA, oder es gibt zwei parallele Wege, die sich
untereinander hindern. Der ,,cross pathway control“-Weg konnte ein solcher sein. Wenn das
Signal bei NosA ankommt, reguliert NosA die Expression von Zielgenen der sexuellen

Entwicklung, wie z.B. cpeA und hxtA. Es kommt zur Bildung von reifen Fruchtkdrpern.

Licht
Luftexposition

iyl / ;

Konidiophor

¥/ } Schlechte C- und
/ 5 N-Versorgung
B | Keine Luftexposition Aminosaure-
' Mangel
RosA g
K CpcA
?
C-Quelle HxtA
N-Quelle NsdD — —>NosA— CpeA
Aminoséauren VeA -
Pheromone StuA Primordium Kleistothezium

Abb. 36: Einfaches Schema zur méglichen Funktion von NosA und RosA in der sexuellen Entwicklung von
A. nidulans. Die auf das vegetativ wachsende Myzel wirkenden Faktoren, wie Licht oder Pheromone, bewirken
eine asexuelle oder sexuelle Differenzierung des Myzels, oder einen Verbleib im vegetativen Wachstum. RosA
verhindert die Einleitung der sexuellen Entwicklung, unter anderen bei schlechter Versorgung mit
Kohlenhydraten oder bei fehlender Luftexposition. Dies geschieht durch Reprimierung der Transkription von
Regulatoren, wie NsdD, VeA und StuA. Diese drei Regulatoren werden fiir die Entstehung von Primordien
bendtigt. NosA ist fiir Bildung reifer Kleistothezien notwendig. Es kontrolliert die Expression von /xt4 und
cped, zwei Zielgenen der sexuellen Entwicklung. Der Stopp der Entwicklung zum gleichen Zeitpunkt, an dem
CpeA unter Aminosduremangel die Fruchtkérperbildung stoppt, ldsst Vermutungen iiber eine gemeinsame
Funktion zu. Da eine Uberexpression von nsdD die Deletion von nosA nicht ausgleichen kann, muss #sdD in der
Entwicklungskaskade vor nosA liegen, oder einen parallelen Weg folgen.

Proteomanalyse

In der Proteomanalyse wurden verschiedene Entwicklungsstadien von 4. nidulans untersucht
und miteinander verglichen. Dies geschah unter Zuhilfenahme von Mutanten, die einen Defekt
in der Entwicklung haben. Somit ergab sich gleichzeitig zur Analyse der Proteinmuster in den
verschiedenen Entwicklungsstadien die Moglichkeit Zielgene der Regulatoren, die in den
verwendeten Mutanten defekt sind, zu finden. Durch den Vergleich der verschiedenen
Stimme zu einem frithen und einem spéten Stadium konnte zwischen Proteinen, die z.B. unter
Hungerbedingungen stérker exprimiert werden oder spezifisch fiir die sexuelle Entwicklung
sind, unterschieden werden. Es konnten sehr viele differenziell exprimierte Proteine gefunden
werden, wobei die Identifikation und Charakterisierung dieser Proteine bisher erst fiir einige

Kandidaten gelang.
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Trotzdem finden sich bereits unter den bisher identifizierten Proteinen einige
interessante neue Faktoren, aber auch ein paar bereits beschriebene Proteine. So findet sich
zum frithen Zeitpunkt der Entwicklung im Wildtyp z.B. die bereits mehrfach erwihnte
Katalase/Peroxidase CpeA als hochreguliertes Protein (AN7388.2). Die Proteinmenge von
CpeA ist nach 48 Stunden Wachstum 2,8fach hoher als nach 120 Stunden. Im Aros4 und im

AnsdD-Stamm sind keine Unterschiede in der Expression von CpeA erkennbar. Im bereits
beschriebenen RNA-Expressionsprofil von cped beginnt die Expression nach ca. 40 Stunden
und bleibt bis 160 Stunden ungefdhr auf dem gleichen Stand (Scherer, et al., 2002). Dieses
Ergebnis ist leicht kontrovers, doch die RNA-Mengen miissen nicht immer mit den
Proteinmengen {iibereinstimmen. Die Stabilitdt der mRNA, posttranskriptionelle Kontrollen
und der Proteinturnover einer Zelle beeinflussen die Menge an Protein. Interessant ist die
Feststellung, dass eine weitere Katalase, CatB (AN9339.2), zu diesem Zeitpunkt auch stiarker
exprimiert wird. Beide Proteine sind fiir den Abbau von reaktiven Sauerstoffverbindungen
notwendig. Da die Hypothese besteht, dass reaktive Sauersoffverbindungen (,,reactive oxigen
species®, ROS) als Signalstoffe an der Fruchtkdrperbildung beteiligt sind, passt die Expression
von Proteinen, die diese ROS wieder abbauen, bevor sie dem Pilz schaden kénnen, sehr gut
ins Bild. Die alte Idee von ROS als Signalstoffen bekam aus Untersuchungen mit einer
NADPH-Oxigenase wieder Aktualitdt. Diese Oxigenase, noxA, ist in A. nidulans fir die
Bildung von ROS verantwortlich. Eine Deletion von noxA4 verhindert die Bildung von reifen
Fruchtkorpern (Lara-Ortiz, 2004).

Die bisher beschriebene Expression von CatB findet hauptsichlich in wachsenden
Hyphen und unter oxidativem Stress, durch Zusatz von H,O; hervorgerufen, statt (Kawasaki et
al., 1997). Allerdings wurden bisher keine Kulturen untersucht, in denen die sexuelle
Entwicklung induziert ist. So ist moglicherweise auch eine Funktion von catB in der frithen
sexuellen Entwicklung zu finden. CatB wird im Gegensatz zu CpeA sowohl im Wildtyp, als
auch im AnosA-Stamm zum frithen Zeitpunkt der Entwicklung stérker als nach 120 Stunden
exprimiert. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Transkription von cped von nosA
abhingig ist. So erklért sich, warum cped im AnosA-Stamm nicht differenziell exprimiert
wird. Da catB auch noch im AnosA-Stamm differentielle Expression zeigt, ist die Regulation

von catB entweder unabhingig von nosA, oder die Regulation erfolgt tiber weitere Faktoren.

Zum frihen Zeitpunkt der sexuellen Entwicklung finden sich auch potentielle
Regulatoren, wie z.B. zwei Proteine der sogenannten 14-3-3 Familie (AN4501.2 und
ANS5744.2). Die Familie der 14-3-3 Proteine besteht aus kleinen, sauren Proteinen, die in allen

Eukaryoten zu finden sind (van Hemert et al., 2001). Sie sind an einer Vielzahl von zelluldren
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Prozessen beteiligt, wobei die Annahme besteht, dass die 14-3-3 Proteine als eine Art Adapter
an Zielproteinen hidngen, und somit unter anderem spezifische Protein-Interaktionen
ermoglichen (Yaffe, 2002). Im Genom von A. nidulans finden sich zwei putative 14-3-3
Proteine. Beide sind in der frithen sexuellen Entwicklung hochreguliert. Eines der beiden
Proteine (AN4501.2) wurde bereits in A. nidulans als ArtA beschrieben (Kraus et al., 2002).
Eine Uberexpression von art4 hat eine reduzierte Auskeimungsrate von Konidien zur Folge.
Bei Wachstum auf Agarplatten und stéindiger Uberexpression sind die Kolonien wesentlich
kleiner und kompakter und bilden keine asexuellen Sporentrager. Leider wurden die ArtA-
Uberexpressionstimme nicht auf den Beginn der sexuellen Entwicklung untersucht. Eine
Funktion von ArtA in der sexuellen Entwicklung ist aber denkbar. Zum einen wird wéhrend
der Fruchtkorperbildung die asexuelle Sporulation verhindert, was genau der Befund der
Expression von ArtA ist. Zum anderen ist das Wachstum gehemmt, ein Effekt der bereits in
anderen Mutanten mit verstirkter sexueller Entwicklung beschrieben ist (Han, et al., 2004).
Uber das zweite 14-3-3 Protein ist noch nichts bekannt. Da es keine verstirkte Expression
dieser beiden Proteine im AnosA-Stamm gibt, sind beide Gene moglicherweise von nosA

reguliert.

Auch wenn der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der sexuellen Entwicklung liegt, soll
hier kurz ein Protein erwdhnt werden, dass zum spéten Zeitpunkt der asexuellen Entwicklung
starker exprimiert wird. Im AnsdD-Stamm nach 120 Stunden findet sich unter den stirker
exprimierten Proteine eine bereits in A. nidulans charakterisierte vakuoldren ATPase
(AN8021.2), Vmal genannt (Melin et al., 2004). Eine Deletion dieser vakuoldren ATPase
beeintrichtigt den Pilz stark im Wachstum und verhindert komplett die Bildung asexueller
Sporen. Welche Funktion diese vakuolire ATPase zu diesem Zeitpunkt nach der

abgeschlossenen Konidienbildung hat, bleibt zu klaren.

Zum Zeitpunkt der spiten sexuellen Entwicklung findet sich im Wildtyp, sowie im
AnosA-Stamm ein stirker exprimiertes Protein (AN3756.2), das Ahnlichkeit zu Pre3p aus S.
cerevisiae hat. Pre3p ist eine Untereinheit des 20S Proteasom Endopeptidase Komplexes
(Enenkel et al., 1994). In A. nidulans gibt es bereits indirekte Hinweise auf die wichtige
Funktion des gezielten Proteinabbaus wihrend der sexuellen Entwicklung durch das

Proteasom. Diese Hinweise kommen durch Untersuchungen am COP9 Signalosom (Busch, et
al., 2003).
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Eine endgiiltige Antwort auf die Funktion der Proteine in der Zelle kann jedoch nur
durch eine genaue molekulare Analyse erfolgen. Dafiir ist eine Deletion des jeweiligen Gens
unerlésslich. Meist ist die Herstellung einer Deletionsmutante der zeitaufwendigste Schritt bei
der Charakterisierung eines Genes. Eine kiirzlich gemachte Entdeckung in dem filamentdsen
Ascomyzeten N. crassa kann diesen Prozess allerdings extrem beschleunigen, so dass auch
viele Gene innerhalb von kurzer Zeit deletiert werden konnen. Wird in diesem Pilz eins der
beiden Gene ausgeschaltet, die an der nicht-homologen Rekombination beteiligt sind (mus-51,
bzw. mus-52), erfolgt in diesem Stamm die homologe Rekombination wesentlich haufiger. Es
wird von einer Quote von ungefihr 95% berichtet, wenn die homologen, flankierenden
Regionen ca. 500 Basenpaare lang sind (Ninomiya et al., 2004). In A. nidulans wurde eines
der entsprechenden Gene ebenfalls deletiert, und auch hier ist dieser Effekt zu beobachten
(personliche Mitteilung, S. Osmani). Mit Hilfe dieses Stammes, der jetzt in unserem Labor
vorliegt, vereinfacht sich die Suche nach Deletionsmutanten enorm. Eine Suche nach
Mutanten mit einem Defekt in der sexuellen Entwicklung aus den vielen potentiellen

Kandidaten des Proteom-Vergleiches, erscheint somit realistisch und durchfiihrbar.
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The Zn(11),Cysq Putative Aspergillus nidulans Transcription Factor RosA
(Repressor of Sexual Development) Inhibits Sexual Development Under

Low-Carbon Conditions and in Submersed Culture

Kay Vienken, Mario Scherer and Reinhard Fischer

Here we have characterized the putative Zn(II)2Cys6 transcription factor RosA from
the filamentous fungus Aspergillus nidulans. The rosA gene encodes a protein of 713 aa,
which shares 38% sequence similarity to Prol from Sordaria macrospora. In contrast to
Prol, which promotes the transition from protoperithecia to perithecia, RosA is a
negative regulator of sexual development in A. nidulans. Transcript levels of rosA were
usually very low and were only transiently upregulated upon carbon starvation and at
12 hr of asexual development. Deletion of rosA only slightly induced fruiting-body
formation under standard culture conditions, but enabled sexual development under
low-glucose and high-osmolarity conditions and the production of Hiille cells under
submersed growth conditions. Stimulation of fruiting-body formation on agar surfaces
was dependent on veA. In ArosA strains, transcript levels of the sexual developmental
regulators nsdD, veA, and stuA were increased. Overexpression of ros4 led to a
reduction of hyphal growth and to a fluffy phenotype. Post-transcriptional regulation of
RosA, with a regulated accumulation in the nucleus, was shown using a RosA-GFP
fusion protein. We propose that RosA represses sexual development upon integration of
several environmental signals.
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A putative high affinity hexose transporter, hxtA4, of Aspergillus nidulans is
induced in vegetative hyphae upon
starvation and in ascogenous hyphae during cleistothecium formation

Huijun Wei, Kay Vienken, Robert Weber, Sam Bunting, Natalia Requena,
and Reinhard Fischer

Abstract. Fungi employ different carbohydrate uptake systems to adapt to certain
environmental conditions and to different carbon source concentrations. The hydrolysis
of polymeric carbohydrates and the subsequent uptake of monomeric forms may also
play a role in development. Aspergillus nidulans accumulates cell wall components
during vegetative growth and degrades them during sexual development. We have
identified the hxt4 (high affinity hexose transporter) gene in a differential library, which
was enriched for sexual-specific genes. The /hxt4 gene is disrupted by 6 introns and
predicted to encode a 531 amino acid protein with high similarity to major facilitator
superfamily members including the high a.nity hexose transporter Gttl from
Trichoderma harzianum. A. nidulans HxtA contains the 12 predicted transmembrane
domains characteristic for this family. Deletion of hxtA did not impair growth of A.
nidulans on a variety of carbon sources nor did it inhibit sexual development suggesting
redundant sugar uptake systems. We found at least 17 putative hexose transporters in
the genome of A. nidulans. Despite the high similarity of HxtA to fungal high affinity
glucose transporters, the hxt4 gene did not restore growth on glucose of a
Saccharomyces cerevisiae mutant, in which all hexose transporters were deleted.
Northern blot analysis revealed that the A. nidulans hxtA gene was repressed under high
glucose conditions and expressed in vegetative hyphae upon carbon starvation and
during sexual development. We found hxtA(p)::sgfp expression in developing
cleistothecia specifically in ascogenous hyphae and propose that HxtA is a high affinity
glucose transporter involved in sugar metabolism during sexual development.
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Establishment of mRFP1 as fluorescent marker in Aspergillus nidulans and
construction of expression vectors for high-throughput protein tagging
using recombination in vitro (GATEWAY)

W. M. Toews, J. Warmbold, S. Konzack, P. E. Rischitor, D. Veith,
K. Vienken, C. Vinuesa, H. Wei, and R. Fischer

Abstract. The advent of fluorescent proteins as vital dyes had a major impact in many
research fields. Different GFP variants have been established in pro- and eukaryotic
organisms within the past ten years as well as other fluorescent proteins discovered and
applied. We expressed the red fluorescent protein, DsRed (T4), the improved version
mRFP1 (monomeric red fluorescent protein) and the blue fluorescent protein, BFP, in
the filamentous fungus Aspergillus nidulans. Whereas DsRed requires tetramer
formation for fluorescence, mRFP1 functions as monomer. We have used sGFP, DsRed
(T4), mRFP1 and BFP for nuclear and/or mitochondrial labelling. To facilitate gene
tagging, we established a number of cloning vectors for efficient, simultaneous fusion of
any protein with mRFP1, BFP (blue fluorescent protein) and sGFP (green fluorescent
protein) or the hemagglutinin epitope 3xHA. A PCR-amplified gene of interest can be
inserted into the expression vectors without cloning but using homologous
recombination in vitro (GATEWAY). The vectors contain the argB gene as selection
marker for A. nidulans, and the inducible alcA promoter for control of expression. The
system allows labelling of a protein with several tags in one recombination reaction. The
nutritional marker gene as well as the promoter, are frequently used in other fungi,
suggesting that this set of expression vectors will be very useful tools for gene analyses in
a genome-wide scale.
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Sequencing and Comparative Analysis of Aspergillus nidulans

James E. Galagan, Sarah E. Calvo, Christina Cuomo, Li-Jun Ma, Jennifer Wortman, Serafim
Batzoglou, Su-In Lee, Meray Bastiirkmen, Christina C. Spevak, John Clutterbuck, Vladimir Kapitonov,
Jerzy Jurka, Claudio Scazzocchio, Mark Farman, Jonathan Butler, Seth Purcell, SteveHarris, Gerhard

H. Braus, Oliver Draht, Silke Busch, Christophe D’Enfert, Christiane Bouchier,Gustavo H. Goldman,
Deborah Bell-Pedersen, Sam Griffiths-Jones, Kay Vienken, Arnab Pain,Michael Freitag, Eric U.
Selker, David B. Archer, Miguel A. Pefialva, Berl R. Oakley, MichelleMomany, Toshihiro Tanaka,

Toshitaka Kumagai, Kiyoshi Asai, Masayuki Machida, William C.Nierman, David W. Denning, Mark
Caddick, Michael Hynes, Mathieu Paoletti, Reinhard Fischer, Bruce Miller, Paul Dyer, Matthew S.

Sachs, Stephen A. Osmani, & Bruce Birren

Abstract. The Aspergilli comprise a diverse group of filamentous fungi spanning over
200 million years of evolution. We report here the genome sequence of the model
organism Aspergillus nidulans, and a comparative study with Aspergillus fumigatus, a
serious human pathogen, and Aspergillus oryzae, used in the production of sake, miso
and soy sauce. Our analysis of genome structure provides a quantitative evaluation of
forces driving long-term eukaryotic genome evolution. It also led to an experimentally
validated model of mating-type locus evolution, suggesting the potential for sexual
reproduction in A. fumigatus and A. oryzae. Our analysis of sequence conservation
reveals over 5000 non-coding regions actively conserved across all three species. Within
these regions, we identified potential functional elements including a previously
uncharacterized TPP riboswitch and motifs suggesting regulation in filamentous fungi
by PUF family genes. We further obtained comparative and experimental evidence
indicating widespread translational regulation by upstream open reading frames. These
results enhance our understanding of these widely studied fungi as well as provide new
insight into eukaryotic genome evolution and gene regulation.
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A phytochrome controls development in the filamentous fungus Aspergillus

nidulans

Anne Blumenstein', Kay Vienken', Ronja Tasler, Daniel Veith, Nicole Frankenberg-Dinkel

and Reinhard Fischer*

" these authors contributed equally to the paper.

Abstract. Phytochromes are photoreceptors that sense red and far-red light through
photo-interconversion between two stable conformations. This distinct feature is
mediated by a linear tetrapyrrole chromophore. Phytochromes were thought to be
confined to photosynthetic organisms including cyanobacteria, but have been recently
discovered in heterotrophic bacteria and in fungi, where little is known about their
functions. Here we show that the fungal phytochrome, PhsA, from Aspergillus nidulans
acts as red-light sensor and represses sexual development under red-light conditions.
PhsA-GFP was excluded from nuclei, suggesting that red-light perception occurs in the
cytoplasm, in contrast to blue-light perception through the nuclear flavoprotein WC-1 in
Neurospora crassa. PhsA and orthologues from other fungi share chromophore-binding
regions, which are phylogenetically closer related to bacteria than to plants, pointing to
their evolution from a common bacterial ancestor. In support of that, all fungal
phytochromes are multifunctional proteins, where the phytochrome region and histidine
kinase domain are combined in a single protein with a C-terminal response regulator
domain. This is the first phytochrome experimentally characterized outside the plant
and bacterial kingdoms.
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Laccase as a novel, versatile reporter gene for filamentous fungi

Gerd Mander, Huaming Wang, Elizabeth Bodie, Jens Wagner, Kay Vienken,
Claudia Vinuesa, Caroline Foster, Abigail C. Leeder, Gethin Allen, Valerie Hamill, Giselle G.
Janssen, Nigel Dunn-Coleman, Geoffrey Turner, Bernhard Niisslein and
Reinhard Fischer

Abstract. Laccases are copper-containing enzymes, which oxidize phenolic substrates.
Many filamentous fungi harbour several laccase-encoding genes, but their roles are
mostly not well understood. Besides yA4, which is required for pigment biosynthesis in
the conidiospores, A. nidulans contains five laccase-encoding genes. We expressed three
of them, lccB, lccC, and lccD in A. nidulans under the control of an inducible promoter
(alcA(p) and tested their substrate specificity. Whereas LccC reacts with ABTS (2,2'-
Azino-di-(3-Ethylbenzthiazolinsulfonat) and DMA/ADBP (3,5-dimethylaniline/4-amino-
2,6-dibromophenol), LceD only reacts with the latter compounds. The colour change of
the substrates upon oxidation can be easily followed and quantified
spectrophotometrically and thus laccases can be used a reporter genes. Because ABTS
can be added to agar medium, and because LecC is an exoenzyme, the enzyme can be
used for high-throughput screenings in microtitre plates. To obtain an intracellular
reporter system for efficient quantification of e.g. promoter activities, we engineered an
active protein lacking the secretion signal at the N-terminus. The use of laccase as a
versatile reporter was further shown by heterologous expression of a laccase of the
ascomycete Stachybotrys chartarum in A. nidulans.
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Mein grofiter Dank geht an meine Familie und meine Freundin Steffi, auf deren Unterstiitzung
und Verstdndnis in sdmtlicher Hinsicht und in allen Bereichen ich mich immer verlassen

konnte. Und ohne Steffi wére ich entweder verhungert oder wahnsinnig geworden.






Einverstandniserklarung

Ich erklire mich damit einverstanden, dass die vorliegende Dissertation

Die Rolle zweier Zn(Il),Cysg binuklearer
Clusterproteine in der sexuellen Entwicklung von
Aspergillus nidulans

in Bibliotheken allgemein zuginglich gemacht wird. Dazu gehort, dass sie

- von der Bibliothek der Einrichtung, in der ich meine Arbeit angefertigt habe,
zur Benutzung in ihren Raumen bereit gehalten wird;

- in konventionellen und maschinenlesbaren Katalogen, Verzeichnissen und
Datenbanken verzeichnet wird;

- der Universitatsbibliothek fur die lokale Nutzung und fur Fernausleihezwecke
zur Verfigung steht;

- im Rahmen der urheberrechtlichen Bestimmungen fir Kopierzwecke genutzt
werden kann.

Marburg, den
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